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RESUMO

A maturacao espermatica, que ocorre no epididimo, é etapa essencial para a aquisi¢do de
caracteristicas necessarias a fertilizacdo in vivo. Durante o transito epididiméario o
espermatozoide sofre uma série de alteragdes que transformam uma célula imatura, com
pouca capacidade fertilizante, em uma célula matura, apto a fertilizar. O conhecimento
das proteinas presentes no espermatozoide de suinos obtidos da cauda do epididimo e a
relagdo de B-defensinas, proteinas relacionadas com imunidade e reproducéo, em testiculo
e epididimo de suinos imunizados contra 0 GnRH, pode esclarecer os mecanismos
envolvidos na maturacdo epididimaria. O presente trabalho foi subdivido em dois
experimentos, sendo o primeiro relacionado com a protedmica do espermatozoide suino
retirado da cauda do epididimo, com objetivo de identificar e descrever as proteinas, bem
como a relacdo destas proteinas em vias metabdlicas. Foram identificadas 1681 proteinas,
através da ferramenta MudPIT, sendo realizadas andlises de bioinformética para a
descricdo dos processos bioldgicos, componentes celulares e funcdo molecular, bem
como foram agrupadas as proteinas em mapas metabdlicos. A identificacdo destas 1681
proteinas permite a formacao de um banco de dados para posteriores pesquisas aplicadas.
O segundo experimento, que trata da expressao das p-defensinas em epididimo de suinos
imunizados contra 0 GnRH, objetiva compreender a expresséo génica de p-defensinas em
modelo animal de deplecdo androgénica. Os dados obtidos indicam que a expressdo das
B-defensinas € maior nos animais imunizados contra 0 GnRH, sugerindo assim que as -
defensinas sejam andrdgeno dependentes. Estes resultados podem ser utilizados no
desenvolvimento de biotecnologias aplicadas a reproducdo animal, auxiliando assim na

melhoria dos indices produtivos e reprodutivos.

Palavras-chave: suinos, reproducao, epididimo, protebmica, defensinas.



ABSTRACT

Sperm maturation, which occurs on epididymis, is essential to the acquisition of needed
characteristics for in vivo fertilization. During the epididymal transit, spermatozoa
undergo a series of alterations that transform an immature cell with few fertilizing ability,
in a mature cell, with fertilization capacity. The knowledge of proteins presents on boar
spermatozoa taken from epididymis cauda and the relationship of p-defensins, proteins
related to immunity and reproduction, on testis and epididymis of boars immunized
against GnRH, can explain the mechanisms involved on epididymal maturation. The
present work was subdivided in two experiments, being the first related with proteomics
of boar spermatozoa taken from epididymis cauda, which aim to identify and describe the
proteins, besides your relationship with metabolic routes. Were identified 1681 proteins,
through MudPIT technology, carried out analyzes of biological process, cellular
component and molecular function, grouping this proteins in metabolic routes. The
identification of 1681 proteins allow a formation of databank for applied future
researches. The second experiment, expression of B-defensins in testis and epididymis of
boars immunized against GnRH, aim to understand the genic expression of (3-defensins
in animal model of androgen depletion. This data indicate that expression of B-defensins
is higher on immunized boars, suggesting that porcine B-defensins are dependent of
androgens. This results can be utilized to development animal reproductive applied
biotechnologies, helping to improve productive and reproductive indices.

Keywords: pigs, reproduction, epididymis, proteomics, defensins.
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1. INTRODUCAO

A suinocultura € uma das atividades mais importantes no cenario do agronegécio
brasileiro. O setor vem expandindo com o passar dos anos, fato este corroborado pelo
crescimento do nimero de suinos abatidos, que em 2011 era de 8,62 milhdes de suinos
por trimestre, chegando a 10,46 milhdes no 22 trimestre de 2016, apesar do pais encontrar-

se em um estado de recessdo econémica (BRASIL, 2016).

A regido Sul possui o predominio na suinocultura, tendo Santa Catarina, Rio
Grande do Sul e Parand, respectivamente, abates de 2,7 milhGes, 2,08 milhdes e 2,04
milhdes de cabecas segundo trimestre de 2016, representando assim cerca de 65% do
montante de abates do pais. Além disso o setor continua em expansdo, considerando o
aumento da taxa de abate de 7,5%, 7,1% e 4,5% do 2° trimestre de 2015 para o segundo
trimestre de 2016, respectivamente para 0s estados anteriormente citados. Neste mesmo
periodo houve aumento de 8,0% no total de abates no Brasil. Além do aumento no nimero
de animais abatidos houve aumento do volume de exportac@es in natura e do faturamento
se comparado ao trimestre anterior (BRASIL, 2016). No Vale do Taquari a suinocultura
figura como uma das mais importantes cadeias do agronegdcio sendo responsavel pela
geracdo de renda e pela manutencdo da populacéo rural no campo. Do ponto de vista
industrial, em 2015, duas empresas com tipica atuagdo no Vale do Taquari apresentavam-

se entre as 12 maiores exportadoras de carne suina do Brasil (ABPA, 2016).

A cadeia produtiva da suinocultura esta cada vez mais tecnificada, com grande
potencial de crescimento para pequenos, médios e grandes produtores. Dentre os fatores
que mais impactam na produtividade do rebanho encontra-se a reproducédo, que atraves
de diminuicdo do numero e do peso de leitbes nascidos, aumento das taxas de retorno ao

cio e aumento dos dias ndo produtivos, acarreta em perda de producéo e produtividade,
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podendo inclusive comprometer o aspecto financeiro da atividade (ABCS, 2014). Neste
sentido a utilizacdo das biotecnologias disponiveis, deve ser criteriosamente estudada
caso a caso, a fim de que se possa obter o melhor desempenho para a atividade (KNOX,
2016).

A utilizacdo da inseminacdo artificial (IA) em suinos é quase unanimidade nos
empreendimentos tecnificados (SOBESTIANSKY e BARCELLQOS, 2007). Atraves da
IA consegue-se imprimir uma maior pressao de selecdo genética, contribuindo assim para
a formacao de linhagens consolidadas. Neste aspecto a fertilidade dos machos é fator
critico, visto que além do potencial genético, 0 mesmo deve ter boa capacidade de

transmissao.

O processo reprodutivo masculino envolve uma série de processos, desde a
espermatogénese até a ejaculacdo. Durante a passagem pelo epididimo, ducto longo e
enovelado, o espermatozoide é submetido ao processo de maturacéo epididimaria, no qual
adquire a motilidade progressiva e a capacidade fecundante (DACHEUX e
PAQUIGNON, 1980). O epididimo, através de suas células epiteliais, contribui
juntamente com o fluido testicular e com o fluido decorrente do metabolismo
espermatico, com a secrecdo e a absor¢cdo de substancias luminais, que irdo formar o
fluido epididimario. Diversas proteinas sdo secretadas e absorvidas durante o transito
epididimério, apresentando perfis de secrecdo e absorcdo particulares nas porgdes
epididimérias (DACHEUX et al., 2005), como as p-defensinas, que possuem, de modo
geral, uma maior expressdo na por¢do do corpo do epididimo (BELLEANNEE et al.,
2012).

Durante a maturacao epididimaria ocorrem alteracGes na composicao proteica do
espermatozoide. Na cauda do epididimo sdo estocados temporariamente 0s
espermatozoides aptos a fertilizacdo, apos a maturagdo. O conhecimento da composi¢do
proteica deste espermatozoide permite a identificacdo e o isolamento das condic¢des
responsaveis pela maturacdo epididiméaria. Metodologias de sequenciamento de ultima
geragdo com alto poder de separacdo peptidica, como 0 MudPIT, permitem uma acurada
varredura e identificacdo das proteinas existentes, fornecendo dados das pesquisas
basicas, para pesquisas envolvendo bioinformatica e ampliando os horizontes das

pesquisas aplicadas (LI et al., 2016).



12

Sabe-se que ap06s a coleta e processamento do sémen, fatores como contaminagéo
microbiana, falhas na refrigeracdo e aplicacdo inadequada podem afetar os indices
reprodutivos, contribuindo para a perda da produtividade do plantel (KNOX, 2016). Via
de regra sdo adicionados antibioticos aos diluentes de sémen, que além do risco de
causarem efeitos deletérios a célula espermatica, podem culminar em resisténcia
microbiana (HAFEZ e HAFEZ, 2004). O organismo animal dispde de mecanismos
fisiologicos para a manutencdo de um status sanitario adequado, mesmo em tecidos
altamente especializados e segregados da imunidade, como o testiculo e o epididimo
(CHENG e MRUK, 2012; FRANCA et al., 2012; GREGORY e CYR, 2014).

As B-defensinas, que possuem uma coabitacdo evolutiva principalmente com o0s
tecidos epiteliais (ZHU e GAO, 2013), participam dos mecanismos de defesa imune,
combatendo microrganismos invasores e auxiliando no desenvolvimento de resposta
imune adaptativa (YANG et al., 1999). Além destas funcdes as B-defensinas atuam em
outras frentes, como na quimiotaxia, na modulagdo da resposta imune, na cicatrizagdo
tecidual e na reproducdo (YANG et al.,, 2002; SEMPLE e DORIN, 2012). As pB-
defensinas também possuem relacdo com a reproducdo, como a f-defensina 126 em
primatas, que auxilia no imunoreconhecimento (YUDIN et al., 2005), na penetracdo do
muco cervical (TOLLNER et al., 2008b) e na interacdo com o odcito (TOLLNER et al.,
2008a), a B-defensina binlb, que auxilia na maturacéo espermatica (ZHOU et al., 2004)
e a p-defensina 15, importante para a motilidade e fertilidade em ratos (ZHAO et al.,
2011), dentre outras.

As diferentes metodologias de pesquisa vinculadas a reproducdo animal, nos
ambitos gendmico, protedmico e metaboldmico, sdo importantes para a modernizagéo e
o0 desenvolvimento de biotecnologias a serem utilizadas em nivel de campo. Técnicas ja
consagradas como a inseminacéo artificial podem ser otimizadas mediante alteracdes em
pontos criticos, como a adi¢do de proteinas como as 3-defensinas nas doses inseminantes,
buscando-se uma diminuig@o mais gradual nos parametros espermaticos e garantindo uma
maior vida util. Além disso, através de estudos envolvendo clonagem e expressao em
vetores pode-se otimizar a producdo de compostos necessarios para a maior conservagao,

conferindo assim uma algada biotecnologica a pesquisa.

De modo geral, o estudo da maturacdo epididimaria e as proteinas envolvidas

nesta fase, como as B-defensinas, auxiliam no entendimento da dindmica da maturacao
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epididimaria. O estudo da composicdo proteica do espermatozoide retirado da cauda do
epididimo possui uma metodologia de pesquisa béasica, identificando possiveis moléculas
relacionadas com a maturacdo espermaética, enquanto a pesquisa das B-defensinas se
enquadra em uma pesquisa aplicada, na qual sdo testadas condi¢des experimentais com o

intuito de descrever a expressdo em diferentes condigoes.
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1.1 Objetivos
Objetivo geral

A presente dissertacdo tem como objetivo investigar a maturacdo epididiméria
através da (i) identificacdo de proteinas presentes no espermatozoide da cauda do
epididimo atraves da técnica MudPIT e (ii) verificacdo da regulacdo endocrina da

expressdo de B-defensinas no epididimo.
Objetivos Especificos

e Extrair, identificar e quantificar as proteinas de espermatozoides obtidos

da cauda do epididimo.
e Realizar anélises de bioinformética a partir dos dados de protebmica.

e Quantificar através da gPCR a expressdo de B-defensinas em testiculo e 3

porcdes de epididimo de suinos imunizados contra 0 GnRH.

1.2 Justificativa

O estudo do epididimo e das proteinas presentes e expressas neste 6rgao auxilia
na compreensdo dos mecanismos de maturacdo espermatica. Estudos em niveis
protedmicos com metodologias sensiveis a modificacbes pds traducionais como a
identificacdo das proteinas espermaticas servem como base para a realizacdo de pesquisas
aplicadas, que visam identificar situacOes especificas para as condi¢des. Estudos em nivel
genémico, embora com menor relevancia bioldgica do que estudos protedmicos e
metaboldmicos devido ao dogma bioldgico, comparam situacdes especificas, obtendo-se

respostas para questdes biologicas, como € o caso do experimento das B-defensinas.

A descoberta da protedmica de espermatozoides da cauda do epididimo, através
de metodologia de alta sensibilidade, como o MudPIT, com potencial para verificar
modificacbes pds traducionais, fornece dados que além da composi¢do proteica,

estabelecem rotas metabdlicas, fungdes bioldgicas, processos celulares e mecanismos de
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interacdo do espermatozoide. Esta metodologia de pesquisa descritiva permite a
identificacdo de biomoléculas com importante fungdo bioldgica, podendo ser

posteriormente estudadas em separado em condi¢Oes experimentais.

O estudo da expressdo das B-defensinas em animais imunizados contra 0 GnRH,
modelo animal de hipogonadismo, € importante para que se estabeleca a relacdo entre a
deplecdo androgénica e a expressdo epididimaria destas proteinas. Os estudos genémicos
podem permitir a selecdo de reprodutores com melhores caracteristicas espermaéticas e

seminais, através da utilizacdo de biomarcadores.

Através destes dados também pode-se inferir acerca de biotecnologias
reprodutivas que venham a utilizar as p-defensinas como componentes das doses de
sémen, no intuito de, por exemplo, aumentar a vida Util das mesmas ou suprir
determinadas caréncias especificas (JOHNSON et al., 2000). Os dados obtidos nesta
pesquisa podem ser extrapolados para a medicina humana, em casos de hipogonadismo,
condicdo semelhante a deplecdo androgénica do modelo animal suino (WERNERSSON
et al., 2005; BIANCO e KAISER, 2009).

Além dos fatos acima expostos, 0s estudos em maturacdo espermatica em suinos
sdo importantes para a suinocultura brasileira, responsavel em grande parte pelo PIB
nacional e pelas exportagdes. A regido Sul, devido a sua representatividade de 65% dos
animais abatidos no pais, também pode ser impulsionada por biotecnologias reprodutivas
que venham a ser desenvolvidas (BRASIL, 2016). A regido do Vale do Taquari apresenta
a suinocultura como uma das mais importantes cadeias do agronegocio (ACSURS.,
2015), com 2 empresas com marcada atuacdo regional entre as 12 maiores exportadoras
de carne suinaem 2015 (ABPA, 2016), podendo assim serem aplicados os conhecimentos
a nivel de campo, promovendo o desenvolvimento regional, missdo desta Institui¢do de
ensino (UNIVATES, 2015).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente secdo tem por objetivo descrever os achados de literatura relacionados
as protedbmica espermatica, se tratando do experimento I, intitulado “Proteémica do
espermatozoide da cauda do epididimo de suinos por MudPIT”. Posterior a estes dados
serdo apresentados os dados referente a B-defensinas e a maturacdo epididimaria em
suinos, se tratando do experimento 2, intitulado de “Regulacdo androgénica de f-

defensinas em testiculo e epididimo de suinos”.

2.1 O Epididimo

O epididimo é um ducto enovelado que conecta os ductos eferentes aos ductos
deferentes, possuindo funcbGes esséncias para a Vviabilidade espermatica. O
espermatozoide ao sair do testiculo é imovel e ndo possui capacidade de fecundar o
odcito, sendo que ap6s a passagem pelo epididimo o mesmo adquire motilidade
progressiva e passa a ser capaz de fecundar o oécito (DACHEUX e PAQUIGNON, 1980;
ROBAIRE e HINTON, 2015)

2.1.1 Anatomia Epididimaria

O conhecimento da anatomia epididimaria é necessario para a compreensdo dos
mecanismos fisioldgicos que ocorrem neste tecido. O epididimo é o canal pelo qual os
espermatozoides, ainda ndo capacitados, passam e adquirem caracteristicas essenciais
para a sua atividade. A figura 1 demonstra a relacdo do testiculo com o epididimo e as
suas regides macroscopicas: segmento inicial, cabeca, corpo e cauda (ROBAIRE e
HINTON, 2015).
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Figura 1- Representacao esquematica e anatdmica do testiculo e do epididimo de suinos.
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A fins de estudos mais aprimorados o epididimo é geralmente dividido em dez

porc¢des, denominadas de 0 a 9 (figura 1). A cabeca do epididimo é subdividida em 3
porc¢des: 0 e 1 sdo citadas como proximal, as regides 2 e 3 como porcao central e a regido
4 como distal. O corpo do epididimo esta representado de 5 a 7, sendo 5 a regido proximal,
6 a central e 7 a distal. A cauda do epididimo é representado em duas porcdes, sendo a 8
proximal e a 9 distal (DACHEUX et al., 2005). O comprimento do epididimo varia de
acordo com a espécie, podendo ser de 3 metros em ratos, 3 a 6 metros em homens, 54
metros em suinos e 80 metros em equinos (ROBAIRE e HINTON, 2015). Durante a
passagem do espermatozoide pelo epididimo o mesmo vai sendo exposto a diferentes
tipos celulares, diferentes secre¢des e diferentes meios, 0 que propicia a sua maturagéo

pos-testicular (DACHEUX et al., 2005)

Macroscopicamente o ducto epididimario torna-se mais espesso da cabeca ao
corpo do epididimo. O epididimo possui uma barreira sanguinea (ARRIGHI, 2014), que
confere caracteristicas especiais a esta regido, além de proteger os espermatozoides do

organismo e auxiliar na regulacdo e preservacdo do epididimo, visto que o
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espermatozoide é considerado como um corpo estranho ao organismo (DACHEUX et al.,
2005).

O tecido epididimério possui algumas peculiaridades que lhe conferem
caracteristicas préprias, tanto em se tratando das células presentes no epitélio, quanto do
conteddo luminal. As células epiteliais epididimarias, bem como as células de Sertoli
testiculares, formam uma barreira sanguinea, provendo assim permeabilidade seletiva
local. Esta diferenciagdo além de anatdmica é fisioldgica, devido a modificacGes celulares
e nos seus mecanismos de sinalizacdo e transporte celular, bem como imunologica,
devido a alteracdes nos padrdes de resposta a estimulos (HINTON, 2000; MITAL et al.,
2011; CHENG e MRUK, 2012; GREGORY e CYR, 2014).

Histologicamente as alteraces descritas no epididimo variam de acordo com a
regido. O epitélio € mais espesso na porcao inicial e vai se tornando mais fino até chegar
a cauda, enquanto a espessura da camada muscular e o diametro luminal aumentam da
cabeca para a cauda. O formato luminal também varia, sendo oval nas porces inicias e
estrelado na porcéo caudal (DACHEUX et al., 2005).

Varios sdo os tipos celulares que compdem o epididimo: células principais, células
estreitas, células apicais, células claras, células basais, células de halo e células
dendriticas. Estes tipos celulares sdo responsaveis por funcdes de secrecdo e absorgdo
epididimaéria, pela manutencdo do ambiente luminal e, consequentemente, pela maturacéo
epididimaria. Os tipos celulares sdo encontrados em todas as porcdes do epididimo
podendo apresentar diferencas nas suas atividades, dependendo do local (ARRIGHI,
2014; ROBAIRE e HINTON, 2015).

As células principais estdo presentes ao decorrer de todo ducto, porém apresentam
diferengas estruturais dependendo da por¢do, como as goticulas de gordura, que somente
foram descritas no corpo do epididimo. Este grupo celular apresenta um complexo
altamente desenvolvido de secrecdo e de atividade endocitica (ROBAIRE e HINTON,
2002). A secregdo ocorre através do reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi e
granulos secretorios, enquanto a atividade endocitica possui sitios de depressdo celular,
endossomas, corpos multivesiculares e lisossomas (ROBAIRE e HINTON, 2015). A

secrecdo de epididimosomas, que sdo proteinas envolvidas na capacitagdo espermatica,
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ocorre nas células principais, de modo apocrino, demonstrando a especificidade deste
grupo celular (SULLIVAN e SAEZ, 2013).

O grupo de ceélulas apicais é encontrado principalmente nos segmentos inicial e
intermediarios e ndo possui atividade conhecida. As celulas estreitas atuam na endocitose
e na secrecdo de ions H* para o limen, auxiliando na acidificacdo do meio luminal. As
células claras auxiliam na retirada das gotas citoplasmaticas durante a passagem do
espermatozoide pelo epididimo, bem como auxiliam as células estreitas na acidificacdo
do meio luminal. As células basais atuam na protecdo do ducto, na formacdo da
membrana sanguinea e realizam trocas com as células principais, mediando fendmenos
de regulacéo eletrolitica e transporte de &gua, aquaporinas e prostaglandinas, além de
estarem envolvidas em processos de degeneragédo testicular em animais com marcada
sazonalidade reprodutiva (ARRIGHI, 2014). As células de halo séo responsaveis pela
defesa local, consistindo de linfocitos T auxiliares, citotoxicos e mondcitos. As células
dendriticas sdo apresentadores de antigenos que intermediam as relacdes das células de
halo com o sistema linfatico (ROBAIRE e HINTON, 2015).

Neste contexto, a expressdo epididimaria de B-defensinas, proteinas relacionadas
com a imunidade inata e com alteracGes espermaticas, se fundamenta e surge como
alternativa biotecnoldgica em casos de infertilidade e para obtencdo de melhores
resultados reprodutivos (ZHOU et al., 2004; NARCIANDI et al., 2014).

2.1.2 Fisiologia Epididimaria

Os estudos epididimarios norteiam 0s processos de maturacao testicular e definem
a dindmica desta atividade, utilizando-se assim de conceitos ja bem implantados se
tratando de fisiologia androldgica. Cabe aqui nesta secdo uma breve revisdo sobre o
espermatozoide, ciclos espermaticos e controle enddcrino da espermatogénese (HAFEZ
e HAFEZ, 2004; CHENG, 2008).

O espermatozoide é o gameta masculino que, ao se unir com o gameta feminino,
pode gerar um embrido. Ele é composto de duas porcdes principais, cabeca e cauda, que
de um modo geral, sdo responsaveis pela manutengdo da cromatina, pela fusdo com a

zona peldcida e pela movimentacdo do espermatozoide. A formacéo desta célula conta
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com divisGes mitoticas e meidticas, que transformam uma célula primordial no gameta
reprodutivo (HAFEZ e HAFEZ, 2004; HESS e FRANCA, 2008).

O parénquima testicular é o local no qual estdo locadas as células primordiais, que
se originam do mesoderma embrionario (MOORE, 2008). Este tecido possui em sua
constituicdo os tipos celulares de Leydig e de Sertoli. As células intersticiais de Leydig
estéo situados entre os tubulos seminiferos e secretam os horménios masculinos de modo
exocrino ou paracrino. As células de Sertoli realizam a sustentacdo das células
germinativas e formam uma barreira sanguineo testicular, que compartimentaliza o
ambiente seminifero das defesas imunitarias devido ao carater antigénico das células
germinativas (HAFEZ e HAFEZ, 2004; HESS e FRANCA, 2008).

O epitélio seminifero é a camada celular luminal, representado pelas células de
Sertoli, que sustentam as celulas espermaticas primordiais. Durante as modificacdes
espermaticas as células primordiais (espermatogdnias) dividem-se inimeras vezes até que
se formem os espermatozoides, que sdo liberados luminalmente nos tdbulos seminiferos.
Estas modificacbes podem ser divididas em espermatocitogénese, espermiogénese e
espermiacdo, sendo que a duracdo de todo este processo, dependendo da espécie, pode
durar de 4 a 5 ciclos de 9 a 12 dias cada (HAFEZ e HAFEZ, 2004; HESS e FRANCA,
2008; HERMO et al., 2010b).

A espermatocitogénese compreende desde a fase de espermatogonias, que se
dividem através de mitose, por varias vezes, gerando células filhas diploides. Apds esta
primeira fase as espermatogbnias se dividem novamente para formar espermatdcitos
primarios. O espermatdcito primario, com carga genética diploide sofre a primeira meiose
reducional, gerando espermatdcitos secundarios com carga genética haploide. Apoés esta
fase ocorre a meiose equacional que ird gerar as espermatides com carga genética
haploide, encerrando a fase de espermatocitogénese (HAFEZ e HAFEZ, 2004; MOORE,
2008; HERMO et al., 2010b).

A espermiogénese compreende as transformacdes morfoldgicas das espermatides
que irdo gerar os espermatozoides. Este periodo é subdividido nas fases de golgi,
capuchdo, acrossomo e maturacdo. Apds o término destas fases o espermatozoide se

desprende da célula de sustentacdo através do colo, podendo nestes casos haver a
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permanéncia de particulas denominadas gotas citoplasmaticas proximais (HAFEZ e
HAFEZ, 2004; HERMO et al., 2010a).

A regulacéo das atividades destas células depende basicamente de um intrincado
eixo hormonal que envolve o hipotalamo, a hipéfise e a gbnada. O hipotadlamo atua
liberando pulsos de GnRH para a hipdfise anterior, que por sua vez libera LH e FSH. O
LH estimula as células de Leydig a produzirem andrdgenos, especialmente a testosterona.
Estes andrdgenos quando na circulacdo estimulam a espermatogénese e suprimem a
secrecdo de GnRH, LH e FSH, mediante feedback negativo hipotalamico e hipofisario.
O FSH é responsavel pelo estimulo das células de Sertoli para a producdo de proteina
ligadora de androgeno (ABP), pela conversédo de testosterona em seu analogo mais ativo
(di-hidrotestosterona), pela manutencdo da espermatocitogénese, pela espermiacdo e
secrecdo de inibina. A inibina atua a nivel hipotalamico e hipofisario inibindo a secrecdo
de FSH (HAFEZ e HAFEZ, 2004; HERMO et al., 2010b).

A maturacgdo do espermatozoide ao passar pelo epididimo requer alteracdes como
aquisicdo de habilidade fecundante ou capacidade fecundante, aquisicdo de motilidade,
capacidade de reconhecimento e ligacdo a zona pellcida, capacidade de fusdo com
membrana vitelina. Durante os processos de maturacdo também ocorre a migracdo da
gota citoplasmatica, o remodelamento acrossomal, modificacdes na cromatina nuclear e
em organelas e fusdo de epididimossomas. Estas alteracbes conferem ao espermatozoide
a capacidade fecundante (HERMO et al., 2010c; ROBAIRE e HINTON, 2015). Sabe-se
também que o espermatozoide adquire capacidade fecundante ao passar pelo epididimo,
sendo que espermatozoides retirados da cabeca do epididimo possuem baixa capacidade
fecundante, seja in vitro ou in vivo. Espermatozoides retirados do corpo do epididimo
possuem uma limitada capacidade de fecundacdo, sendo que a mesma somente é expressa
em seus niveis mais altos quando do espermatozoide presente ou retirado da cauda do
epididimo (DACHEUX e PAQUIGNON, 1980).

Algumas alteragdes sdo verificadas quando se trata da porcao do epididimo em
gue o espermatozoide ja se encontra capacitado em diferentes espécies. Pode-se tomar
como exemplo os saguis, nos quais ja podem ser recuperados espermatozoides maturados
nas porcdes iniciais do epididimo. Os ratos, camundongos e hamsters, por sua vez,

possuem espermatozoides capacitados somente nas porcdes finais do epididimo. O suino,
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modelo animal desta pesquisa, encontra-se entre estas duas situacdes acima citadas
(DACHEUX e PAQUIGNON, 1980; ROBAIRE € HINTON, 2015).

As modificacbes que ocorrem durante a passagem do espermatozoide pelo
epididimo sdo basicamente alteracbes em decorréncia de secrecdo e absorcdo de
substancias, que geram assim, ambientes diferentes entre si, responsaveis pela maturagédo
nas diferentes porcdes epididiméarias (DACHEUX et al., 2005). O epitélio epididimal é,
portanto, um tecido com alta diferenciacdo regional, sendo capaz de realizar diferentes
funcGes de acordo com a regido. O perfil de secrecdo e absorcdo das proteinas
epididimarias vem sendo estudado a fim de que se possa elucidar os mecanismos e as
interagcbes que ocorrem com o fluido testicular, gerando assim espermatozoides
capacitados (BELLEANNEE et al., 2012).

O controle dos fendmenos de secrecdo, absor¢do e manutencdo do meio
epididimal requer uma perfeita harmonia entre as rotas hormonais. Os horménios
androgenos, como a testosterona produzida pelas células testiculares de Leydig, sdo
responsaveis pelo metabolismo, transporte de ions, sintese e secrecdo de proteinas
epididimarias, além da maturacdo, transporte e armazenamento dos espermatozoides. A
expressdo de varias B-defensinas é considerada dependente de andrégenos (ZHAO et al.,
2011; HU et al., 2014). Apo6s a incorporacdo da testosterona pelas células principais, a
mesma pode divergir para duas rotas: a formagéo de di-hidrotestosterona (composto com
maior atividade biol6gica), através da enzima 5 alfa redutase, ou a formacéo de estradiol,
através da enzima aromatase p450. Ambas rotas metabdlicas sdo descritas como
reguladoras da expressdo génica, e consequentemente, reguladoras do metabolismo
epididiméario (BELLEANNEE et al., 2012).

Em humanos o controle da expressao epididimaria foi estudado em trés porgdes,
elucidando assim o controle através dos horménios, da secre¢do luminal provinda do
testiculo, da temperatura e dos micros RNAs (BELLEANNEE et al., 2012). Cabe
salientar que o controle destas condigdes ndo € gerado através de um Unico mecanismo,
mas sim de uma interacdo entre os mesmos. Do ponto de vista hormonal, tanto
androgenos como estrogenos apresentam efeitos de modulacéo epididimaria, sendo que
os efeitos estrogénicos vem sendo estudados e estdo ganhando notoriedade neste aspecto
(JOSEPH et al., 2011).
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Em estudo realizado com ratos, verificou-se que a expressao de 3-defensinas varia
em relacdo ao sitio tecidual epididimario. Isto pode ser verificado em decorréncia da
divisdo do trato epididimario de ratos em 19 por¢des e a realizacdo de ensaios de
expressao génica, que demonstraram uma grande variacdo entre as regides estudadas
(JELINSKY et al., 2007). Estes dados corroboram dados ja obtidos em outras espécies,
demonstrando expressao epididimaria diferenciada (HALL et al., 2007; BELLEANNEE
etal., 2012).

A concentracdo espermatica, bem como outros fatores, sdo afetados durante o
trajeto pelo epididimo, variando de 103 nos ductos eferentes, 10* na rede testis, para 10°
na cabeca do epididimo. O percentual de espermatozoides com defeitos, sejam eles
maiores ou menores, diminui através da passagem pelo epididimo (ROBAIRE e
HINTON, 2015). O metabolismo energético ocorre com maior intensidade no corpo do
epididimo, visualizado através de uma producéo local de CO2 e de uma maior conversédo
de glicose em lipideos. Na porcao final do epididimo ocorre uma diminuicdo neste
metabolismo (DACHEUX e PAQUIGNON, 1980).

2.2 Protedbmica espermatica

O complexo e extenso processo de diferenciacdo celular que transforma uma
espermatide, célula imatura, no espermatozoide, célula altamente especializada, inicia no
testiculo, mas somente esta completa ap6s a maturacdo epididimaria (DACHEUX e
PAQUIGNON, 1980). O epididimo € um tubo longo, que recebe os espermatozoides e 0
fluido testicular oriundos da rede testis, através dos ductos eferentes. Este 6rgao é
subdividido em varias porces, variando entre as espécies. A fim de melhor compreensao
pode-se dividir o epididimo em 3 por¢des principais, compostos por cabeca, corpo e

cauda, sendo que cada porcéo possui um perfil metabolico.

Durante o transito epididimario, o espermatozoide sofre uma série de alteragdes
que irdo determinar a sua natureza proteica quando maturado. Estas alteracdes removem
ou transformam muitas das proteinas espermaticas superficiais, além de adicionar
proteinas importantes para a funcdo espermatica (COWAN e MYLES, 1993; DACHEUX
et al., 2005). No final do transito e da maturagdo epididimaria, os espermatozoides sao

armazenados na cauda do epididimo, encontrando-se aptos para serem ejaculados e
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posteriormente fecundar o oocito (PENA et al., 2015). As alteragdes pos traducionais
sofridas pelo espermatozoide, como a fosforilagdo e glicolisacdo, podem alterar a
composicdo proteica espermatica, sendo necessario assim que as metodologias utilizadas
para andlise protedmica incluam modificacdes pos traducionais, como é o caso do
MudPIT (BAKER, 2016).

Estudos anteriores demonstraram a complexidade do proteoma espermaético e das
relag0es proteicas na fisiologia seminal e reprodutiva. Baker e colaboradores
identificaram 1397 proteinas em espermatozoides humanos ejaculados (BAKER et al.,
2007), 3044 proteinas em espermatozoide de ratos (BAKER et al., 2008), contudo este
namero foi expandido para 4675 proteinas em humanos, das quais 227 séo especificas do
testiculo, contribuindo assim para o conhecimento da biologia espermatica (WANG et
al., 2013). Estudos de protedmica comparativa identificam em escala global proteinas,
sendo posteriormente submetidos a analises de bancos de dados que identificam possiveis
biomarcadores. Através do uso da metodologia iTRAQ e espectrometria de massas com
cromatografia liquida, o grupo de Sullivan descreu 33 proteinas diferencialmente
expressas em homens férteis, homens com problemas de infertilidade e homens com
historico de falhas em fertilizacéo in vitro. Destas protéinas, 4 foram comuns aos grupos
de homens com fertilidade reduzida, sendo elas: semenogelim, prolactin induced protein,
glyceraldehyde-3-phophate dehydrogenase and phosphoglycerate kinase 2 (LEGARE et
al., 2014).

Através da utilizacdo de eletroforese 2D, o proteoma de espermatozoide suino e
da secrecdo epididimaria foi estudado por diferentes grupos de pesquisa, evidenciando a
relacdo e a importancia de diversas proteinas na maturacao epididiméaria (SYNTIN et al.,
1996; BELLEANNEE et al., 2011; KWON et al., 2015). Atualmente, através das técnicas
protebmicas shotgun é possivel expandir o conhecimento da composi¢do proteica
espermatica atraves de metodologias que utilizam espectrometria de massas aliada a

processos de separacdo e identificagcdo de alta resolucéo.

O espermatozoide é uma das células com maior compactagcdo nuclear e
citoplasmatica, visto que necessita carrear a informacdo genética e percorrer o0s tratos
reprodutivos masculino e feminino em dire¢do ao oviduto, local de fecundagédo. Para que
estas atividades possam ser adequadamente realizadas o espermatozoide apresenta um

proteoma vasto, com muitas proteinas sendo expressas. Proteinas relacionadas com o
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metabolismo oxidativo, como a superoxido dismutase e glutationa estdo presentes nas
células espermaticas (PARK et al., 2012), bem como proteinas relacionadas com a
maturacgdo epididiméaria, como fosfoproteinas e proteinas chaperona (DACHEUX et al.,
2012; SCHORR-LENZ et al., 2016). Alem destas, as -defensinas, proteinas relacionadas
com a imunidade inata e com os tecidos reprodutivos, possuem expressao epididimaria
(GANZ, 2003; RIBEIRO et al., 2012).

2.3 B-Defensinas
2.3.1 Peptideos antimicrobianos

Os organismos dos reinos vegetal e animal produzem uma vasta quantidade de
moléculas antimicrobianas, cuja fungdo € neutralizar e combater organismos invasores.
Um dos modos de a¢do dos peptideos antimicrobianos esta relacionado com a ruptura das
membranas celulares ricas em fosfolipidios (GANZ, 1999). Além disso, a producdo de
energia é afetada e o bloqueio nas vias da formacdo da membrana celular levam a
formacdo de poros na membrana celular (HALL et al., 2007; SASS et al., 2008). Estes
compostos possuem outros mecanismos de acdo que ndo a formacgdo de poros e de
rompimento das membranas celulares, podendo interagir com a sintese de DNA e RNA,
com a sintese proteica (MARDIROSSIAN et al., 2014), com 0s mecanismos pés
traducionais de empacotamento e dobramento proteico e com a integridade da membrana
celular (HALE e HANCOCK, 2007).

A coabitacdo evolutiva dos peptideos antimicrobianos com 0s microrganismos
permite uma acdo seletiva destes compostos sobre 0s microrganismos patogénicos,
mantendo a flora normal e contribuindo para a resolugéo do foco de infecgdo, ao contrario
de compostos quimicos, que geralmente atuam sobre a maioria das formas microbianas
(PASUPULETI et al., 2012). Estas caracteristicas tornam os peptideos antimicrobianos
importantes ferramentas biotecnoldgicas, em areas biomédicas (YEUNG et al., 2011), no
combate ao cancer, a diabetes e infec¢des virais (CONLON et al., 2014), na oftalmologia
(SILVA et al., 2013), no combate a microrganismos (SHI et al., 1999; ZASLOFF, 2002;
SANG e BLECHA, 2008; VELDHUIZEN et al., 2008; LAVERTY et al., 2011; FJELL
etal., 2012; MATARACI e DOSLER, 2012; TAVARES et al., 2013; HAN et al., 2015),
na regulacdo da resposta imune (YANG et al., 2002; PASUPULETI et al., 2012) e no
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provimento de sanidade animal (MEADE et al., 2014). Cabe neste topico citar que 0 uso
de peptideos antimicrobianos ainda necessita de estudos para que se aprimore a sua
utilizacdo. Nédo obstante, j& existem relatos de resisténcia de bactérias Gram negativas
(ELAHI et al., 2006; GRUENHEID e LE MOUAL, 2012; TZENG e STEPHENS, 2015)
e Gram positivas (JOO e OTTO, 2015) a estes peptideos.

Dentre os peptideos antimicrobianos, encontramos as catelicidinas e as defensinas
(BOMAN, 1995; GANZ, 1999; HALL et al., 2002; TIZARD, 2014). As catelicidinas sdo
peptideos antimicrobianos ja descritos nas medicinas humana e veterinaria, encontrados
em células mononucleares sanguineas, possuindo grandes variacfes estruturais e
moleculares, diferenciando-se das defensinas por ndo possuir ligac6es dissulfidicas entre
cisteinas (BOMAN, 2003). As moléculas de defensinas sdo pequenos polipeptidios
catidnicos contendo geralmente menos de 100 aminodcidos, cuja acdo se baseia em
modificag0es na estrutura ou fungdo das membranas celulares. (GANZ, 1999). A B-
defensina humana 3, por exemplo, atua contra Staphilococcus aureus causando a morte

rapida da bactéria e bloqueando as vias biossintéticas (SASS et al., 2008).

As defensinas sdo peptideos antimicrobianos que possuem importante funcéo na
imunidade inata do organismo atuando em uma ampla gama de microrganismos, como
bactérias, fungos e alguns virus envelopados (BOMAN, 1995; GANZ, 1999; HALL et
al., 2002; HALL et al., 2007). Elas sdo umas das primeiras mediadoras da imunidade
inata em insetos, plantas e animais, possuindo assim acdo antimicrobiana e
imunomodulatéria (OPPENHEIM et al., 2003; TIZARD, 2014; ZHAO e LU, 2014). A
relacdo imunitaria se deve a condicdo de que as defensinas atuam na transicdo da
imunidade inata com a imunidade adquirida, devido a quimiotaxia exercida, atraindo
celulas dendriticas imaturas e linfécitos T (YANG et al., 1999), bem como em
mecanismos de apoptose e na modulagdo da resposta imune adquirida (NAGAOKA et
al., 2012).

A expressao das defensinas pode ser constitutiva ou induzida. A expressdo das
defensinas em resposta a infec¢ao por Mycobacterium paratuberculosis e por Pasteurella
haemolitica demonstram haver expressao local induzida pela infecgédo no trato digestivo
e pela inoculagdo no trato respiratorio, respectivamente. Ainda nesta pesquisa, sugere-se
que a expressao e a atividade das defensinas pode ocorrer independentemente dos outros
mecanismos de defesa do sistema imune (STOLZENBERG et al., 1997).



27

A expressdo constitutiva de defensinas é importante para a manutencdo de um
status antimicrobiano local, favorecendo o controle antimicrobiano. A expressdo e a
interacdo das defensinas constitutivas e indutivas é complexa, visto que uma defensina
pode ser expressa constitutivamente em um sitio e expressa de forma induzida em outro,
contribuindo para o desenvolvimento de uma resposta imune eficiente (KAISER e
DIAMOND, 2000) ou de mecanismos necessarios a maturacao epididiméria (JELINSKY
et al., 2007).

2.3.2 Classificacdo

As defensinas sdo classificadas em trés grupos de acordo com diferencas
estruturais. As a e B-defensinas sdo caracterizadas por folhas beta pregueadas e pela
presenca de pontes dissulfidicas entre 6 cisteinas, enquanto as teta defensinas possuem
estrutura circular (GANZ, 2003). A variacdo entre o e B-defensinas é resultado das
diferengas entre o tamanho dos segmentos entre as cisteinas e ao pareamento entre as
cisteinas devido as pontes sulfidicas. As a-defensinas possuem segmentos menores entre

as cisteinas se comparado as -defensinas (JARCZAK et al., 2013).

As ligacOes encontradas entre as cisteinas séo 1-6, 2-4 e 3-5 nas a-defensinas,
enquanto nas B-defensinas estas ligacGes sdo 1-5, 2-4 e 3-6 (BOMAN, 1995). Nas teta
defensinas as ligacGes sdo 1-6, 2-5 e 3-4, conforme figura 2 (TANG et al., 1999; GANZ,
2003). A identificacdo de B-defensinas geralmente se baseia em sitios proximos as
cisteinas, devido a manutencdo de caracteres gendmicos tipicos nestes locais (PATIL et
al., 2005; SANG et al., 2006; CHOI et al., 2012).
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Figura 2 - Pontes de ligacdo entre as cisteinas presentes em HNP3 (a-defensina), HBD2

(B-defensina) e RTD1 (6-defensina).

1 |
HNP3: a-defensin CYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC
’l \\ \\ \\ : :
’ Al AY \ 1
'’ N . * 1
N \ \ \ [
HBD2: B-defensin GGICGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCCGLPGTKCCKKP
L 1 [
1
RTD1: 6-defensin c—R C L ¢
F R
G R
R

Fonte: adaptado de Ganz (2003)

A distribuicao das defensinas varia em decorréncia da espécie e dos tecidos. Pode-
se tomar como exemplo as a-defensinas que podem ser encontradas em granulécitos e
nas células de Paneth, sendo responsaveis por cerca de 15% da proteina total neste
primeiro grupo celular. As B-defensinas, por sua vez, sdo expressas pelas células epiteliais
que revestem as vias aéreas, 0s sistemas genito-urinario e tegumentar e as glandulas
salivares, enquanto as 8-defensinas sdo encontradas em células leucocitérias de primatas
(TANG et al., 1999; GANZ, 2003).

A predilecdo da localizacdo e a maior concentracdo das defensinas em alguns
sitios corporais se deve ao fato de que nestes locais ha maior probabilidade de invasdo
microbiana e maior metabolismo luminal, aumentando o desafio local (TIZARD, 2014).
Algumas populagdes de pB-defensinas ja foram estudadas no trato reprodutivo, tanto do
macho (HALL et al., 2002; ZHAO et al., 2011) quanto da fémea (CHEN et al., 2010),
sendo que a manutencdo de clusters, tanto na mesma espécie, quanto em espécies
diferentes, facilita a identificacdo (PATIL et al., 2005; CHOI et al., 2012). As o-
defensinas ainda ndo foram descritas em suinos, bem como as 6-defensinas, sendo assim
0 estudo voltado para a expressdo de 3-defensinas (SANG et al., 2006; JARCZAK et al.,
2013).



29

2.3.3 B-defensinas

As pB-defensinas sdo sintetizadas como precursores, sofrendo alteracdes
posteriores, que irdo determinar a conformagdo proteica. O precursor das B-defensinas
consiste de uma sequéncia sinal, uma regido pré-sequencial e subsequentemente a
defensina madura (GANZ, 2003). A B-defensina suina 1 possui 2 regides exonicas curtas,
82 e 234 pares de bases respectivamente, apresentando entre elas uma regido intronica de
1535 pares de bases. A porcao transcrita possui 316 pares de bases, sendo que a regido
corresponde ao RNA a ser traduzido corresponde a 114 pares de bases (ZHANG et al.,
1999).

A maioria das B-defensinas € composta por dois éxons, no entanto, algumas
apresentam modifica¢fes evolutivas, a divisdo do éxon 2 e a consequente formacéo de
uma f-defensina com 3 éxons (SEMPLE et al., 2003; CHOI et al., 2012). A manuten¢&o
de clusters entre as B-defensinas permite identificar e classificar, através de estudos de
bioinformatica, novas proteinas (PATIL et al., 2005; SANG et al., 2006; CHOI et al.,
2012).

A B-defensina suina 1 foi inicialmente descrita em 1998 (ZHANG et al., 1998),
sendo detectados altos niveis de RNA mensageiro no epitélio lingual, embora as -
defensinas bovinas j& haviam sido descritas em 1993 (SELSTED et al., 1993). Além
disso, em analises pela RT-PCR detectou-se a expressao desta proteina em varios tecidos
suinos, virtualmente todos: timo, baco, linfonodos, cérebro, figado, rim, vesicula urinaria,
testiculo, pele, coragdo, musculo, medula dssea, macr6fagos alveolares, neutréfilos
periféricos e corddao umbilical, com excecdo das células mononucleares do sistema
sanguineo periférico nas quais nao houve expressio de B-defensina, demonstrando assim

a sua importancia nos mecanismos de defesa do hospedeiro (ZHANG et al., 1998).

O estudo da expressao de B-defensinas em suinos foi ampliado em 2006, através
da utilizagdo de bioinformatica, descrevendo 11 novas B-defensinas (2, 3, 4, 104, 108,
114, 123, 125, 129, proteina epididimaria 2C [pEP2C], pEP2E). O perfil de expressao
destes peptideos € variavel quanto aos sitios, expressos nas vias aereas, na mucosa oral,
no figado, intestino, pulm&o, medula dssea, tecido linfoide, epididimo, testiculo, bago,
timo e pele (SANG et al., 2006).
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Através de estudos utilizando bioinformatica e homologia de sequéncias entre
humanos, bovinos e suinos, descobriu-se em 2012, 17 B-defensinas que ainda ndo haviam
sido reportadas em suinos, através da conservacao de clusters em seu material genético,
em regides altamente conservadas proximas as ligac6es das cisteinas. Além disso, estudos
mais aprimorados de conservacao genética relataram maior identidade entre grupos de -
defensinas suinas ja descritas com grupos de B-defensinas humanas, gerando assim
divergéncia na nomenclatura utilizada. E exemplo disto a B-defensina suina 1, que
apresenta maior identidade com a B-defensina 4 humana, porém, por motivos de

nomenclatura, manteve-se a inicial (CHOI et al., 2012).

A avaliacéo da expressdo da 3-defensina suina 115 em suinos de diferentes idades,
demonstrou diferenca no perfil de expressdo génica. Em rim de suinos de 2 semanas a
expressao era menor do que em rim suinos de 5 meses, demonstrando que a maturagédo
do trato urinario pode contribuir para a expressdo desta B-defensina. Contudo a expressédo
em testiculo ocorreu apenas em suinos de 2 semanas, enquanto que em suinos de 5 meses,
ndo houve expressdo. Esta alteracdo pode estar atrelada ao processo de maturacao
testicular, reforcando que a expressdo das [-defensina varie em decorréncia do
organismo, do tecido e da condicdo fisiopatologica (CHOI et al., 2012). As defensinas
participam, além da imunidade, em processos relacionados a capacitacdo espermatica,
ligacdo a zona pelucida, influxo de calcio e reacdo do acrossomo. Esta funcédo reprodutiva
das defensinas norteia os estudos em se tratando de maturagdo epididimaria, visto que ao
decorrer do epididimo, varias defensinas sdo secretadas e absorvidas, auxiliando assim na
capacitacdo espermatica (TOLLNER et al., 2012; COLLEDGE, 2013).

A expressdo de B-defensinas em epididimo de ratos demonstra que os fendmenos
de maturagdo espermatica podem ser dependentes destas proteinas. A B-defensina Binlb,
que possui atividade antimicrobiana e é expressa predominantemente na cabeca do
epididimo, foi citada como ligante da cabega do espermatozoide durante o trajeto pelo
epididimo, promovendo variados padrdes de ligacdo e interacdo e induzindo a motilidade
progressiva em espermatozoides imoveis através de interagdes com o célcio (ZHOU et
al., 2004). A defensina Binlb promove aumento da resisténcia epididiméria a infecgdes
(FEI et al., 2012), bem como sua supressédo provoca uma diminui¢do na motilidade
espermatica e nos movimentos progressivos (ZHOU et al., 2004). A B-defensina 15 de

ratos, por sua vez, é necessaria para a motilidade espermatica e para a fertilidade
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masculina. Esta proteina é andrégeno dependente, portanto a sua expressao varia em
detrimento da supressao androgénica (ZHAO et al., 2011), metodologia empregada neste

projeto de pesquisa.

A delecdo de um cluster relacionado a 9 defensinas em camundongos (B-
defensinas 1, 2, 9, 10, 11, 13, 15, 35 e 50), gerou um fendtipo de esterilidade.
Interessantemente ndo houve alteracdo na espermatogénese, fato este comprovado pela
auséncia de alteragGes visualizados na histologia a nivel de testiculo e epididimo. As
alteragBes incluem a perda da motilidade progressiva, 0 aumento do numero de cabecas
com defeitos, 0 aumento nos percentuais de reacdo espontanea do acrossoma, 0 aumento
dos espermatozoides capacitados na hora zero e a diminuicdo dos espermatozoides
capacitados a 90 minutos, 0 aumento da exposicdo das zonadesinas a hora zero e a
diminuicdo do numero de espermatozoides ligados aos odcitos. Do ponto de vista
estrutural, ocorre alteracdo nos microtibulos, com alteracdo na conformacéo, arranjo

alterado e acréscimo de micro tubulos (ZHOU et al., 2013).

Ao se avaliar os efeitos da supressao e reposicdo androgénica em ratos, através da
orquiectomia e da administracdo de propionato de testosterona, respectivamente,
verificou-se o perfil de expressdo na cabeca do epididimo mediante a estas alteracfes
hormonais. Dentre as 23 B-defensinas estudadas, 16 apresentaram-se responsivas a
reposi¢do androgénica, sendo totalmente (B-defensinas 18, 19, 20, 39, 41 e 42) ou
parcialmente (B-defensinas 15, 22, 30, 34, 37, 40, 45, 51, 52 e Spag 11a) dependentes dos
androgenos. Outras 6 B-defensinas (B-defensinas 1, 12, 13, 29, 35 e Spag 11b/c) ndo
demonstraram varia¢do em decorréncia dos fatores estudados, enquanto a 3-defensina 25
apresentou-se como dependente de fatores testiculares. Além disso, 12 B-defensinas
apresentaram expresséo diferenciada em detrimento de receptores androgénicos (HU et
al., 2014).

Esta relacdo com a fisiologia reprodutiva fica clara em recentes trabalhos que
demonstraram que a expressao da B-defensina 42 de ratos liga-se na regido acrossomal
da cabeca do espermatozoide, sendo expressa nas porcdes iniciais da cabeca do
epididimo. Esta proteina é secretada pelas células principais epididimarias e esta
relacionada com o sistema imune inato e com a fertilidade (XIN et al., 2015). Outro
exemplo é o estudo o knockout de nove genes de B-defensinas (1, 2, 9, 10, 11, 13, 15, 35

e 50) em ratos, resultando em extensas perdas reprodutivas como aumento de célcio
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intracelular, capacitacdo precoce, desestabilizacdo microtubular e aumento de reacédo

espontanea do acrossoma, quando comparados aos animais controles (DORIN, 2015).

O trabalho de Hall e colaboradores em 2002 ja indicava o potencial das f-
defensinas na defesa do trato reprodutivo masculino (HALL et al., 2002). Posteriormente
a P-defensina 126 humana foi identificada como protetora espermatica no trato
reprodutivo feminino (YUDIN et al., 2005). Esta caracteristica é essencial, uma vez que
0 espermatozoide é um corpo estranho no trato reprodutivo feminino e tende a ser atacado
e repelido através da imunidade inata (HAFEZ e HAFEZ, 2004; TIZARD, 2014).

A protecdo ao espermatozoide se da através da mediacdo do imuno
reconhecimento e da ligacdo de anticorpos anti-espermatozoide, alterando a fagocitose e
a tolerancia imune maternal (SCHUBERTH et al., 2008). Além disso, a B-defensina
humana 126 esta relacionada com a capacidade de ligacdo do espermatozoide com o
epitélio do oviduto de primatas ndo humanos, auxiliando assim na manutencdo dos
espermatozoides no local da fertilizacdo (TOLLNER et al., 2008a), bem como em
fenotipos de subfertilidade decorrentes de alteracbes génicas (TOLLNER et al., 2011).
Estes resultados, embora encontrados em humanos e primatas ndo humanos, permitem
um breve esclarecimento da atuacdo das proteinas secretadas no epididimo e que podem
posteriormente ser relacionadas com as f-defensinas em suinos. No entanto, ainda nédo
identificou-se proteinas com alto grau de parentesco com a -defensina humana 126 em
suinos (CHOI et al., 2012). O estudo de proteinas com semelhante potencial reprodutivo
a P-defensina humana 126, pode auxiliar no desenvolvimento de biotecnologias
reprodutivas (TOLLNER et al., 2012).

Em bovinos estudaram-se biomarcadores reprodutivos, sendo algumas [-
defensinas apresentaram niveis elevados de expressdo em touros e auséncia em bezerros
aos 43 dias, demonstrando estarem envolvidas em processos de maturacdo espermatica,
alocadas na classe A. Estas proteinas da classe A possuem expressdo predominantemente
epididimaria, podendo seus niveis de expressdo serem futuramente utilizados como
marcadores moleculares para a selecdo de reprodutores (NARCIANDI et al., 2011). O
papel dos receptores na fungéo das defensinas ja esté estabelecido, sendo que o estudo de
mediadores imunologicos, como o receptor TOLL, e a sua interagdo com a expressao de
B-defensinas vem sendo realizado em tecidos de suinos e demonstra haver expressao

diferenciada, tanto os receptores TOLL quanto das p-defensinas, em decorréncia do
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tecido estudado. Os receptores tipo TOLL estdo relacionados com o reconhecimento de
microrganismos e com a manutencdo do status imunitario em diferentes 6Orgéos,
possuindo relacdo com as defensinas expressas em tecidos epiteliais, sitios de grandes
desafios microbioldgicos (MARANTIDIS et al., 2015). Ja os receptores tipo PGRPs
(peptidoglycan recognition proteins), receptores de reconhecimento de peptideoglicanos,
estdo relacionados ao reconhecimento de microrganismos e medeiam expressdo de [3-
defensinas. Em estudo no qual realizou-se o silenciamento e a super expresséo de 2 genes
PGRPs em suinos, sendo um deles expresso constitutivamente e 0 outro com expressao
induzida, verificou-se que em ambos 0s ensaios houve variacdo no nivel de expressao de
B-defensinas, demonstrando assim, respectivamente regulacdo efetora e inibitéria das
PGRPs em relagdo as B-defensinas (SANG et al., 2005).

A expressdo de B-defensinas humanas varia de acordo com as regifes do
epididimo. Em estudos publicados em 2003, 2007 e 2012 comprovou-se que a maioria
das B-defensinas humanas apresenta seu maior nivel de expressdo no corpo do epididimo,
compartilhando dos niveis metabdlicos deste local (RODRIGUEZ-JIMENEZ et al.,
2003; THIMON et al., 2007; BELLEANNEE et al., 2012). Em contraponto, a B-
defensina humana 126, anteriormente citada, apresenta niveis crescentes de expressao em
cabeca, corpo e cauda epididimal. Esta diferenca pode estar relacionada a sua funcgédo
metabolica, visto que a mesma protege o espermatozoide do muco cervical e auxilia na
interagdo com a zona pellcida (BELLEANNEE et al., 2012). Neste sentido cabe ressaltar
que os niveis de expressdo destas proteinas variam em relacdo da sua funcionalidade,
expressas mais ou menos em determinadas porg¢des do trato reprodutivo feminino (CHEN
et al., 2010) e masculino (RODRIGUEZ-JIMENEZ et al., 2003).

Os niveis de expressao local possuem atividade semelhante em bovinos, visto que
o melhoramento genético voltado para a producdo leiteira, ocasionou diminui¢cdo dos
niveis de expressdo de algumas -defensinas (NARCIANDI et al., 2011), identificando
alguns polimorfismos que podem ser utilizados como marcadores genéticos reprodutivos.
Além disso, os niveis de expressdo em bovinos foram maiores na cabeca do epididimo,
diferentemente dos humanos (BELLEANNEE et al., 2012). Tais resultados s&o
semelhantes aos obtidos na comparacdo dos niveis de expressao em suinos hibridos e
suinos da raca Meishan, descritos abaixo, visto que o0 aprimoramento genético para a
producdo leiteira (NARCIANDI et al., 2011) e producédo de carne (CHEN et al., 2010;
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CHENG et al., 2015) ndo visa primariamente 0s aspectos imunitarios. De modo simples,
a selecdo de animais geneticamente superiores, tanto bovinos quanto suinos, prioriza
fendtipos de alta produtividade, gerando assim, mesmo que involuntariamente, fenotipos

com menor expressao fenotipica imunologica.

A expressao de algumas B-defensinas suinas em tecido reprodutivo masculino e
feminino (pBD 1, 3, 4, 108, 114, 123, 125 e 129) varia de acordo com o sitio estudado.
Em ovario e oviduto foram amplamente expressas as -defensinas 1 e 108. Em testiculo
foram encontrados altos niveis de expressdo das defensinas 1 e 3, enquanto as B-
defensinas expressas em epididimo foram as 4, 108, 114 e 123. Dentre estas, 4, 108 e a
123 foram expressas somente no epididimo (MARANTIDIS et al., 2015). Estes
resultados refor¢cam os encontrados por SANG e colaboradores em 2006.

Ao abordar as p-defensinas em ambito protebmico, hd um grande campo de
pesquisa a ser avancado. Os mecanismos de capacitacdo espermatica, quimiotaxia,
reconhecimento e ligacdo a zona pellcida, além da protecdo espermatica devem ser
estudados com o propdsito de identificar componentes protedmicos que produzam
alteracbes fenotipicas (DORUS et al., 2012; HOLLAND e OHLENDIECK, 2015). A
padronizacédo de técnicas de espectrometria de massas, através do ensaio de monitoracdo
de reacOes selecionadas com intuito de identificar as B-defensinas humanas 1 a 4 em
amostras de tecidos bioldgicos e de cultura de tecidos foi desenvolvida em estudo. A
padronizacdo de testes protedmicos para p-defensinas é indicado visto que pode-se
realizar um maior nimero de ensaios a um menor custo, quando comparado aos estudos
utilizados rotineiramente envolvendo anticorpos. Além disso estes estudos utilizam
quantidades menores de analito, fato este que pode ser relevante ao se tratar de amostras
bioldgicas (KALLO et al., 2015).

Do ponto de vista da ciéncia aplicada, interacdes de B-defensinas com fenotipos
ja foram estudadas, obtendo resultados promissores. Os suinos da raca Meishan sdo
reconhecidos por suas caracteristicas de resisténcia a doencas, status imunitario e
prolificidade. Neste contexto estudou-se a expressdo das B-defensinas suinas 1, 2 e 3 em
varios tecidos, de suinos da raca Meishan e suinos hibridos, dentre eles mucosa oral,
lingua, figado, rim, ovério e testiculo. Encontraram-se niveis gerais maiores de expressao

nos suinos Meishan, comparados aos hibridos. Os maiores niveis de expressdo na raga
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Meishan foram na lingua e na cavidade oral, para as trés B-defensinas estudadas, bem
como nos suinos hibridos para a expressao das B-defensinas 1 e 3, enquanto a 3-defensina
2 possuiu uma maior expressao no figado e rim dos suinos hibridos. Do ponto de vista
reprodutivo, detectou-se maior expressao em ovarios de fémeas Meishan comparados a
suinos hibridos, podendo esta caracteristica estar atrelada com a prolificidade das fémeas
Meishan (CHEN et al., 2010).

Na comparacéo de suinos Yorkshire e tibetanos, na investigacdo da expresséo de
receptores tipo TOLL e peptideos antimicrobianos reiterou-se que a expressao destas
proteinas relacionadas com as defesas primarias e com a imunidade inata ocorrem mais
frequentemente em suinos tibetanos. Os suinos tibetanos possuem menor refinamento
genético e foram mantendo ao longo das geracGes as caracteristicas imunitarias,
apresentando assim, maior resisténcia a doencgas. Dos tecidos utilizados, sangue,
linfonodos e tonsilas apresentaram diferenca significativa, sendo maiores nos suinos
tibetanos (CHENG et al., 2015).

Estudos com bovinos (NARCIANDI et al., 2011), suinos (CHOI et al., 2012) e
ovinos (SOUZA et al., 2015) demonstraram haver polimorfismos de nucleotideos em [3-
defensinas. Estes polimorfismos se caracterizam pela troca de nucleotideos, podendo
ocasionar a traducéo diferenciada de aminoacidos no qual o polimorfismo esta expresso.
Isto serve como orienta¢do para o estudo da funcdo destas proteinas em diferentes
animais, possibilitando identificar marcadores moleculares relacionados a fen6tipos
desejaveis ou indesejaveis (NARCIANDI et al., 2011; CHOIl et al., 2012; SOUZA et al.,
2015).

A utilizacdo de dados obtidos através do conhecimento das B-defensinas em
bovinos tende a ser usado como mecanismo de promocédo de sanidade animal. Estudos
mais aprimorados fazem-se necessarios para aplicacao desta biotecnologia, de modo que
as tendéncias de utilizacdo biotecnologicas como efeito antimicrobiano, adjuvante
vacinal, marcadores moleculares reprodutivos e manipulacdo dietética possam se cumprir
(MEADE et al., 2014). Os bovinos sdo os animais domésticos nos quais ha maior nimero
de B-defensinas ja identificadas, cerca de 106, auxiliando assim na determinacdo da
importancia fisiologica destas proteinas (BOVINE GENOME et al., 2009). Neste
contexto o estudo biotecnologico de B-defensinas é fator critico, tanto em bovinos quanto

em suinos, podendo ser utilizado como ferramenta biotecnolégica zootécnica.
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A utilizagdo da B-defensina 1 suina demonstrou resultados satisfatorios quanto a
diminuicdo das lesbes provocadas pela bactéria Bordetella pertusis, patogeno respiratorio
responsavel por grandes perdas produtivas e econdmicas na suinocultura, demonstrando
estreita relacdo com a imunidade inata. A utilizacdo de B-defensina 1 ndo teve efeito
benéfico na infeccdo por Bordetella bronchiseptica, apesar de pertencer ao mesmo género
da B. pertusis. Esta variagéo se deve provavelmente a adaptacOes que a B. bronchiseptica

adquiriu a fim de evadir-se do sistema imune (ELAHI et al., 2006).

Ao se avaliar os efeitos da adi¢do de B-defensina suina 2 via retal, em ratos com
colite induzida por dextrano sulfato de sodio, verificou-se que esta proteina apresentou
efeito protetor e manteve a integridade epitelial intestinal. Este fendmeno protetivo
ocorreu devido a inibicdo da producdo de mediadores pro-inflamatérios e inibicdo de
algumas vias de sinalizacdo celular, envolvendo NF-kB (HAN et al., 2015). Estas vias de
sinalizacéo envolvendo B-defensinas, imunidade e efeitos antimicrobianos necessitam de
mais pesquisa e de comprovacdo cientifica, para que possam ser utilizadas para o
desenvolvimento de possiveis biomarcadores ou farmacos, diminuindo a toxicidade e
otimizando a aplicacdo (MARTIN et al., 2015).

A superexpressdo da pB-defensina 2 suina, presente fisiologicamente em tecidos
epiteliais, através da clonagem de células somaticas, conferiu maior resisténcia ao desafio
por Actinobacillus pleuropneumoniae. Este agente é conhecido como causador de
grandes perdas econémicas na suinocultura e a resisténcia concedida através da
superexpressdo desta B-defensina pode modificar a resisténcia organica a doenga e o
padrdo de uso de antimicrobianos (YANG et al., 2015).

A suplementacgdo de B-defensinas em dietas de suinos tende a auxiliar na melhora
da conversdo alimentar, da digestibilidade alimentar e da morfologia intestinal (XIAO et
al., 2015). Além disso, o uso de B-defensinas vem sendo vinculado a uma melhora nos
pardmetros enzimaticos em resposta a aplicagdo de micotoxinas na dieta (XIAO et al.,

2013), surgindo como alternativa ao uso de sequestrantes de micotoxinas.

Solucdes biotecnoldgicas para determinadas situagdes ja haviam sido propostas
em 2006 (KLUVER et al., 2006), citando possiveis dificuldades e elucidando a atual
situacdo biotecnoldgica. Desde 14, algumas biotecnologias como clonagem e expresséo

de B-defensinas em vetores ja foram descritas na literatura (LI et al., 2013a; LI et al.,
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2013b). O desenvolvimento de metodologias de aplicacdo destas proteinas em doses
refrigeradas de sémen suinos, pode prover caracteristicas de maior prazo de validade,
maior resisténcia a contaminagdo microbiana e melhor manutengdo da viabilidade

espermatica (LI et al., 2013a).

O desenvolvimento de analogos sintéticos de B-defensinas, como ferramenta
biotecnologica, possui alguns gargalos quanto a sua aplicabilidade. A B-defensina suina
1 foi estudada, sendo encontrados altos niveis de expressao no epitélio lingual, nas células
filiformes. Apds clonagem e expressdo em vetores pode-se observar que a mesma possuia
efeito antimicrobiano contra E. coli, Salmonella typhimurium e Lysteria monocytogenes,
além de efeito contra C. albicans. Com o aumento da concentracédo salina no soluto esta
proteina perde sua eficacia, porém ainda apresenta efeitos sinérgicos quando em conjunto
com outros peptideos antimicrobianos (SHI et al., 1999).

A B-defensina suina 2, com expressdo tecidual no epitélio intestinal, possui
atividade antimicrobiana e antiviral. A fim de analisar os efeitos desta proteina sobre
conhecidas populacdes bacterianas realizaram-se ensaios in vitro com microrganismos e
concentracdes de solucdes diferentes. Como ja era esperado, 0 aumento da concentracdo
salina diminuiu o efeito das B-defensinas, se tornando assim um dos principais gargalos
biotecnoldgicos para o processamento biotecnoldgico. Esta alteracdo na atividade se deve
a quebra da interacdo entre a membrana bacteriana carregada negativamente e o peptideo
carregado positivamente (VELDHUIZEN et al., 2008).

Os efeitos antimicrobianos da B-defensina suina 2 foram obtidos com baixas
concentracdes (16 a 32 ug/mL) para L. monocytogenes, Erysipelothrix rhusiopathiae e S.
typhimurium, enquando as bactérias Clostrindium perfringens, S. aureus, E. coli,
Pseudomonas aeruginosa e Yersinia enterocolitica somente apresentaram uma reducao
logaritmica na contagem de unidades formadoras de col6nias com 64 a 128 ug/mL de -
defensina suina 2. Em se tratando de S. typhimurium o efeito foi estudado através de
microscopia, demonstrando formagé&o de vacuolos, retracdo da membrana citoplasmaética,
lesbes em septos da membrana e formacéo de celulas fantasmas. Além disso, ndo houve
alteracéo eritrocitaria nos estudos in vitro, bem como nédo houve efeito sobre virus da

sindrome reprodutiva e respiratéria dos suinos (VELDHUIZEN et al., 2008).
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As B-defensinas humanas 1, 2 e 4 possuem sua atividade reduzida em solucdes
salinas, diferentemente da B-defensina humana 3, interferindo no efeito terapéutico destas
B-defensinas. Assim, a producdo de P-defensinas resistentes a solucdes salinas foi
estudada, desde a construcdo do modelo peptidico, passando pela sintese e pelas
modificacOes pos-traducionais, até se obter a defensina. Alteragdes nos residuos terminais
e nas condicbes de oxidagdo/reducdo foram realizados e apds os peptideos foram
analisados, sendo avaliadas atividades antibacterianas, antivirais e quimiotaticas, bem
como a resisténcia a solugdes salinas. De posse dos resultados dos ensaios, dois peptideos,
analogos 1C e 3l, foram identificados como promissores, podendo vir a ser utilizados
futuramente (SCUDIERO et al., 2010).

De posse dos resultados satisfatérios dos analogos 1C e 3l das B-defensinas
humanas e através do conhecimento de que a protedlise se inicia no C terminal e termina
na primeira cisteina, estabeleceu-se uma B-defensina quimérica, denominada 3NI. Ao se
testar as B-defensinas, entre elas as f-defensinas 1 e 3 “selvagens”, a 1C, 31, 3N e 3 NI,
obteve-se que a forma 3NI apresentou elevada atividade antimicrobiana contra P.
aeruginosa, E. coli e Enterococcus faecalis, além de possuir efeito contra Herpes virus
simplex. As proteinas sintéticas também ndo apresentaram efeito apoptéticos

significativos em 3 linhagens celulares estudadas (SCUDIERO et al., 2013).

O presente trabalho aborda a expressao génica das -defensinas suinas 3, 4, 125 e

proteina epididiméaria 2C (pEP2C). A sequir, estas serdo discutidas em destaque.
Beta defensina suina 3 - pBD3

A B-defensina suina 3 possui homologia com a B-defensina 103 em humanos e
bovinos (CHOI et al., 2012), com cdes (LEONARD et al., 2012) e equinos (LOOFT et
al., 2006). Nestas espécies, estas defensinas sdo expressas em orgéos linfoides, testiculo
e epididimo (PATIL et al., 2005), com marcada acdo no sistema imune e na quimiotaxia.
Em bovinos, a defensina 103 esta relacionada com imunidade, visto que desafios com
Herpes virus maximizam a expressdo da mesma. Além disso, ocorre uma diminuicao da
expressdo com o avangar da idade dos animais, fato este relacionado com a imunidade
etaria e com o menor desafio imune (MIRABZADEH-ARDAKANI et al., 2016). Em
humanos, a expressdo da B-defensina 103, homologa a pBD3, esta vinculada a infecgdo

por Staphylococcus aureus, embora 0 mecanismo exato ndo esteja perfeitamente
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elucidado (FODE et al., 2011). Além disso, a B-defensina humana 103 age como citocina,

participando da regulacdo de fendmenos quimiotaticos (HARVEY et al., 2013).

Em suinos, a pBD3 € expressa em tecidos linfoides, duodeno, figado, pele,
testiculo e porcéo proximal do epididimo. A expressdo dessa defensina em 6rgéos do
sistema imune, relaciona a imunidade inata e adaptativa, bem como a apresentacéo de
antigenos, com o desafio local (SANG et al., 2006). Corroborando com os resultados de
Sang, Chen e seu grupo descreveram a expressao da pBD3 em 6rgédos do sistema imune,
bem como em 6rgédos reprodutivos. A expressdo em 0rgaos reprodutivos foi menor do
que a apresentada por Sang, provavelmente devido ao fato dos suinos utilizados
encontrar-se em uma faixa etaria mais elevada. A expressdo da pBD3 em ovarios de
fémeas da ragca Meishan, reconhecidos pela sua alta prolificidade e rusticidade, foi maior
do gue nos suinos obtidos através de cruzamento industrial. Estes dados necessitam de
uma andlise mais acurada, mas podem indicar que a maior expressdo da pBD3 no trato
reprodutivo de fémeas Meishan altera as taxas de prolificidade (CHEN et al., 2010).
Contudo, a expressdo da pBD3 em suinos da raca tibetana, reconhecidos pela sua baixa
prolificidade, € maior em ovéarios do que nos suinos obtidos através de cruzamento
industrial. A expressdo testicular e epididimaria da pBD3 em suinos tibetanos néo
apresentou variagdo, porém as B-defensinas suinas 1 e 2 apresentaram menor expressao
nos suinos tibetanos, se comparados aos suinos obtidos de cruzamento industrial (QI et
al., 2009). Estes estudos envolvendo racas de suinos com diferentes perfis de
prolificidade auxiliam a descrever a expressdo das defensinas nos érgdos reprodutivos,
porém pesquisas envolvendo um maior nimero de racas e de animais se faz necessario

para que se possa identificar adequadamente o papel das B-defensinas na reproducao.
Beta defensina suina 4- pBD4

A pBD4, também conhecida como defensina 110, é filogeneticamente homéloga
a defensina 110 em humanos e 111 em bovinos (CHOI et al., 2012). Em suinos a
expressao é mais intensa em pulméo e porcdo distal do epididimo, embora seja descrita
em varios outros tecidos (SANG et al., 2006), apesar de Choi e colaboradores verificarem
que a pBD4 possui alta expressdo em testiculo (CHOI et al., 2012). A principal atividade
desta defensina € a resposta imune contra microrganismos e a atividade na resposta imune
inata (SANG et al., 2006).
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Beta defensina suina 125 - pBD125

A B-defensina suina 125 é filogeneticamente homologa a defensina 125 em
humanos e bovinos (CHOI et al., 2012), sendo também conhecida em humanos como
defensina 25 (RODRIGUEZ-JIMENEZ et al., 2003). Em suinos esta defensina é expressa
no pulméo, timo e epididimo, com expressao diferencial entre as porcdes epididimarias
(SANG et al., 2006). Em seres humanos, a defensina 25 é constitutivamente expressa no
trato genital masculino, apresentando 1000 vezes mais abundéncia na porgéo da cabeca
proximal se comparada com outras por¢des epididimarias, demonstrando um padrdo
especifico de expressdo (RODRIGUEZ-JIMENEZ et al., 2003), diferente da maioria das
defensinas, que possui maior expressdo no corpo do epididimo (SYNTIN et al., 1999;
DACHEUX et al., 2006; THIMON et al., 2007).

Proteina epididimaria 2C — pEP2C

A pEP2C, também denominada como SPAG11B, possui uma abundante
expressao génica em varios sitios teciduais (SANG et al., 2006), podendo ser usada como
marcador de funcdo epididimaria. Em camundongos, a familia da defensina SPAG11,
homdloga a pEP2C, apresenta uma resposta variavel frente a deplecdo androgénica. Em
camundongos castrados e com posterior reposicdo androgénica, a SPAG11a apresentou
uma resposta parcial frente a reposicdo de andrdgenos, enquanto as defensinas
SPAG11b/c ndo responderam a reposicdo androgénica (HU et al., 2014). Em ratos, a
expressdo da SPAG11c diminui apds orquiectomia, aumentando posteriormente em
detrimento de reposicdo androgénica (RIBEIRO et al., 2015). Estes resultados
corroboram com o fato de que existem mais fatores que alteram a expressdo génica em
testiculo e epididimo do que somente os androgenos, visto que a expressao das defensinas
responde diferentemente a manipulacdo androgénica. Em suinos, a expressao da pEP2C
foi aumentada com o uso de butirato, em estudos in vitro, devido ao fato que a o butirato
promove a reducdo da acdo da desacetilase, aumentando assim a expressdo da pEP2C
(ZENG et al., 2013).

A defensina humana e primata EP2C, homologa a pEP2C, apresenta expressdo
testicular e epididimaria em Macaca mulata, apresentando em humanos somente
expressao epididimaria (AVELLAR et al., 2004). A expressdo das proteinas da familia

EP2 é andrégeno dependente e especifica para epididimo em humanos (FROHLICH et
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al., 2001). A defensina SPAG11B em humanos é associada ao espermatozoide através da
interacdo de proteinas como attractin, tetraspanin e trypatase alpha/beta, implicadas na
defesa do hospedeiro e em funcdes reprodutivas (RADHAKRISHNAN et al., 2009).

2.3.4 O suino imunocastrado como modelo animal para estudo do hipogonadismo

A esterilizagdo empregada em animais de criagdo ainda é cercada por uma série
de questionamentos técnicos e filoséficos. Do ponto de vista técnico tem-se que a
esterilizacdo ou castracdo, no macho e em alguns casos na fémea, € um procedimento
usual e ja inserido nas atividades corriqueiras. Porém, devido a uma série de atribuicdes,
tanto comportamentais, quanto relacionadas ao bem estar animal, estas atividades estio
sendo gradativamente banidas ou tendo suas técnicas modificadas. A castracdo cirurgica
em suinos, mais especificamente em leitbes, amplamente difundida entre produtores e
técnicos, da lugar a metodologias alternativas. A imunizacao contra 0 GnRH é uma destas
metodologias, que é por sua vez menos traumatica e menos invasiva, propiciando assim
condicGes adequadas para que se possa consumir a carne destes animais, sem prejuizo ao
consumidor (BAUER et al., 2008; HUBER-EICHER e SPRING, 2008)

A utilizacdo de inibidores hormonais é uma alternativa de esterilizacdo menos
invasiva que as anteriores que vem sendo largamente utilizada em sistemas de producéo
de suinos. A aplicacdo de farmacos inibidores do hormonio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) € uma opcdo que possibilita o abate de suinos sem a necessidade de realizacao
de procedimentos cirurgicos. O protocolo de inibicdo do GnRH € alcan¢ado mediante a
administracdo de duas doses de Improvac® (anti-GnRH), diminuindo o crescimento
testicular e a formacdo de testosterona, que por sua vez, diminuem os niveis séricos de
androstenona e escatol (DUNSHEA et al., 2001; ABCS, 2014). Através deste protocolo

obtém-se o0 suino com hipogonadismo, modelo animal a ser utilizado nesta pesquisa.

A inibicdo do GnRH a nivel hipotalamico, suprime a liberacdo de LH e FSH na
hipdfise anterior, inibindo a esteroidogénese e os metabdlitos responsaveis pelo odor da
carcaca de suinos inteiros, depreciada pelo consumidor. No entanto, o0 horménio do
crescimento permanece com niveis semelhantes a animais inteiros e niveis maiores do
gue animais castrados cirurgicamente. O motivo pelo qual este hormdnio esta com

maiores concentragdes nos animais castrados imunologicamente do que os castrados
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cirurgicamente ainda nao € bem esclarecido, embora alguns autores considerem esta
diferenca em detrimento do momento da castragdo, que ocorre na primeira semana de
vida nos animais castrados cirurgicamente, enquanto nos animais imunizados ocorre
cerca de 8 semanas antes do abate (BAUER et al., 2008).

O mecanismo de acdo de Improvac® (ZOETIS, 2015) se baseia na producédo de
anticorpos contra 0 GnRH, atuando efetivamente cerca de 7 a 10 dias apds a segunda
aplicacdo. Neste protocolo sdo necessarias duas aplicagdes com intervalo de no minimo
4 semanas, sendo a segunda dose de 4 a 5 semanas antes do abate. A supressdo hormonal
gera um decréscimo na producdo e acimulo de androstenona e escatol e aumenta a
metabolizacdo destes compostos ja presentes no suino. A utilizacdo de Improvac®
diminuiu em 100% os niveis detectaveis de androstenona e escatol, suprimindo,
consequentemente, o odor de suino inteiro (DUNSHEA et al., 2001). Além da supressdo
do odor encontraram-se resultados positivos na diminuicdo de lesdes devido a brigas, no
aumento do ganho de peso e da ingestdo diaria, porém com um leve aumento na espessura
de toucinho. A utilizacdo de Bopriva® (PFIZER, 2015), analogo do anti-GnRH utilizado
em bovinos, apresentou experimentalmente uma supressdo mais duradoura da funcéo
hormonal e gametogénica, embora sua utilizacdo em suinos ainda nao seja aprovada
(WICKS et al., 2013).

A supressdo androgénica estudada em ratos pré puberes demonstrou haver uma
alteracdo na expressdo de determinadas proteinas, afetando assim a funcdo testicular
adulta. Apesar de ndo ter havido modificaces estruturais e histoldgicas testiculares, a
supressao hormonal ja apresentou alteracdes em idade pré pubere (PEROBELLI et al.,
2013), o que é um forte indicativo de alteracdes na expressao génica de B-defensinas

mediante inducdo de hipogonadismo por supressao androgénica.

As alteracdes decorrentes da imunizacdo contra 0 GnRH incluem a redugdo do
peso e tamanho testicular. Do ponto de vista histologico ocorre a diminuic¢éo do diametro
dos tubulos seminiferos, diminuigdo do tamanho das células de Leydig, responsavel pela
producdo da testosterona e aumento relativo do tamanho das células de Sertoli,
responsaveis pelo controle da maturagdo e migracdo das espermatogdnias. Ocorre
também diminuicdo do nimero de espermatogbnias com sinais mitéticos no parénquima
testicular, fato este que corrobora com a menor quantidade de espermatozoides

encontrados nos tubulos seminiferos e no restante do trato reprodutivo. Além da
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diminuicdo do numero de espermatozoides, ocorre uma liberacdo precoce das

espermatides, que ainda nao estdo fisiologicamente maduras (HILBE et al., 2006).

A imunizacdo contra 0 GnRH é um procedimento reversivel, visto que ocorre uma
normalizacdo da atividade ao decorrer do tempo. Mesmo ap0s a retomada da producao
de androgenos, com concentracdes de testosterona superior a 0,5ng/mL, ainda sdo
necessarias no minimo 13 semanas a fim de que a espermatogénese esteja completa
(ROTTNER e CLAUS, 2009).

Os estudos de deplecdo androgénica utilizam rotineiramente modelos animais
com uma curta duracdo da deplecdo androgénica, de poucos dias a algumas semanas,
conforme tabela 1 (SMITHWICK e YOUNG, 2001; PALLADINO et al., 2003;
RADHAKRISHNAN et al.,, 2005; LYDKA et al.,, 2011). O modelo animal suino
imunizado contra 0 GnRH, utilizado nesta pesquisa, apresenta no momento da analise,
uma condicdo fisioldgica de 8 semanas de privacdo androgénica, representando assim,
um periodo maior de privagdo. Além disso, 0 metodo de privagdo androgénica através da

castracao, elimina os fatores testiculares, que interferem na atividade epididimaria.

Tabela 1 - Metodologias utilizadas em estudos de deplecdo androgénica em diferentes

espécies com tempo de privacdo androgénica empregada.

Autor Ano  Método de privacdo androgénica Espécie Duracéo da privagédo
Ibrahim et al 2001 Castracdo e ligacdo do ducto eferente  Ratos Até 15 dias
Smithwick et al 2001 Bloqueador de GnRH Chimpanzee Até 21 dias

Palladino et al 2003 Castracdo Ratos Até 15 dias
Radhakrishnametal 2005 Castracdo Macaca mulatta Até 6 dias

Lydka et al 2011 Flutamida 50mg/kg Suinos Até 270 dias

Zhao et al 2011 Castracdo Ratos Ateé 7 dias

Perobelli et al 2012 Flutamida 25 mg/kg Ratos Até 36 dias

Pujianto et al 2013 Castracdo Camundongos Até 5 dias

Hu et al 2014 Castracdo Camundongos Até 7 dias

A imunizacdo de suinos contra 0 GnRH altera a expressao génica das proteinas
chaperonas PDIA3 e PDI, importantes para a remodelagem proteica. Em estudo
comparando a expressao destas proteinas em suinos imunizados contra 0 GnRH, modelo
animal utilizado nessa dissertacdo, pode-se notar que ocorre varia¢do apds a imunizagédo

e que as alteracdes incluem o aumento e a diminuicao da expressdo. No caso da PDIA3
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no fluido epididimario, ocorre diminuicdo da expressao na cabeca e corpo do epididimo,
bem como ocorre aumento da expressdo na cauda do epididimo. Estes dados indicam que
as proteinas chaperonas acima citadas sdo andrdgeno dependentes, porém fatores
luminais e intrinsecos também atuam para o controle da expressdo (SCHORR-LENZ et
al., 2016).



3. MATERIAIS E METODOS

Esta secdo sera subdividida em dois experimentos, englobando (1) a proteébmica
do espermatozoide da cauda do epididimo e (2) a regulacdo hormonal da expressao de -

defensinas nas diferentes regides epididimarias.

3.1 Experimento 1 — Descri¢do das proteinas encontradas no espermatozoide
retirado da cauda do epididimo.

3.1.1 Animais e coleta de espermatozoides da cauda do epididimo

Dez suinos saudaveis e sexualmente maduros das racas Large White, Duroc e
Landrace, em rotina de coleta de sémen em Central de Inseminagéo foram utilizados no
estudo. Os animais permaneceram alojados em baias individuais e alimentados com dieta
comercial contendo milho e farelo de soja e 4gua ad libitum, de acordo com o0s
requerimentos para espécie e idade (NRC, 2012). Realizou-se a orquiectomia bilateral,
retirando-se também os epididimos, que foram imediatamente dissecados. Dissecou-se a
regido 9 do epididimo, correspondente a cauda epididimaria, conforme metodologia de
Dacheux, 2005 (Figura 1), retirando-se o fluido espermatico e os espermatozoides em
tubos. Os espermatozoides foram separados do fluido epididimario através de
centrifugagéo (4.000 xg por 10 minutos em temperatura ambiente) e os pellets (cerca de
107 espermatozoides) foram posteriormente lavados por trés vezes com 1 mL de solugéo
fosfato salina (1400 mM NaCl, 15 mM KCI, 7 mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4, pH
7.4), centrifugados e ressuspendidos em 0,5 mL de Buffer RIPA (25mM Tris-HCI (pH
7.6), 150mM NaCl, 1% NP-40, 1% (w/v) deoxicolato de sodio, 0.1% (w/v) SDS) com
inibidor de protease Cocktail (Pierce). A suspenséo obtida foi suavemente agitada, lisada

e centrifugada a 12.000 xg durante 1 hora a 4°C. Adicionou-se coquetel de inibidor de
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protease (Pierce) e o sobrenadante (extrato de proteinas espermaticas) foi armazenado a

-80 °C até o momento da andlise.
3.1.2 Preparacéo de extratos de proteinas de espermatozoides

Amostra de espermatozoides da cauda do epididimo (n = 10) foram juntadas em
pool em quantidades semelhantes (300 ug de proteina total) e ressuspendidas em tampéao
de digestdo (8 M ureia, 100 mM Tris-HCI pH 8,5). As proteinas foram reduzidas com 5
mM tris-2-carboxyethyl-phosphine (TCEP) por 20 minutos em temperatura ambiente,
seguida de alquilagdo com 10 mM iodoacetamide em temperatura ambiente no escuro por
15 minutos. Apo6s a adicdo de 1 mM CaCl2 (concentracéo final), a digestdo proteica foi
realizada com 2 g de tripsina (Promega, Madison, WI) por incubagio a 37°C por 16 h.
A proteolise foi interrompida com a adi¢éo de &cido formico até a concentragdo final de
5%. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 20 min, e 0

sobrenadante armazenado a — 80°C.

3.1.3 MudPIT

A andlise protedbmica foi realizada através de colaboracdo com o laboratério
Yates, em San Diego, na Califérnia. As amostras digeridas foram carregadas em um
capilar de 250 um i.d. empacotado com 2,5 cm de 55um Luna strong cation exchanger
(SCX) (Whatman, USA), seguido de 2 cm de Aqua C18 reversed phase 3 um (RP)
(Phenomenex, USA) com frit de 1 um. A coluna foi entdo lavada com tampao (95% agua,
5% acetonitrila e 0,1% acido férmico), sendo apos acoplado a coluna um capilar de 100
pm i.d. com pulled tip de 5 um empacotado com 11 cm Aqua C18 resina de 3 um

(Phenomenex, USA).

As colunas montadas foram instaladas em um HPLC quaternario Agilent 1100 e
analisado usando uma separacdo modificada de 12 passos (Washburn et al; 2001; Santi
et al., 2014). As solugbes utilizadas foram tampdo A (5% acetonitrila e 0,1% &cido
férmico), tampédo B (80% acetonitrila e 0,1% acido formico) e Tampédo C (500 mM de
acetato de aménio, 5% acetonitrila e 0,1% acido formico). O passo 1 consistiu de 70 min
de gradiente 0-100% (v/v) do tampé&o B. Os passos 2-10 tiveram perfil semelhante, com

as seguintes mudancas: 3 min em 100% (v/v) do tampé&o A, 3 min em X% (v/v) do tampé&o
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B, 4 min em gradiente 1 a 10% (v/v) do tampéo B, e 101 min gradiente de 10 a 100%
(v/v) do tampdo B. As percentagens (X) no passo de 3 minutos com tampéo C foram 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, e 100% (v/v). Um passo adicional de 3 min em 100% (v/v)
com tampédo A, 3 min em 90% (v/v) com tampdo C e 10% (v/v) com tampéo B, e 110
min em gradiente de 10-100% (v/v) com tampé&o B foi realizado. Trés replicatas (corridas)

técnicas foram realizadas.

3.1.4 Espectrometria de massa

Os peptideos foram eluidos da coluna microcapilar foram injetados por eletro-
spray (2.4 kV spray voltage) em um espectrometro de massa LTQ Orbitrap-XL (Thermo
Fisher Scientific, San Jose, CA). Um ciclo de escaneamento de espectro completo
(400—2000 m/z, resolugdo de 60000) seguido de cinco espectros MS/MS data-dependente
(com energia de colisdo normalizada a 35%) foi repetido continuamente durante cada
passo da separacdo multidimensional. Para prever andlises repetidas, foi utilizada a
exclusdo dindmica com uma contagem de repeticdo de 1, duragdo de repeticdo de 30
segundos, e uma lista de exclusdo de 150 segundos e duracdo de 180 segundos. O sistema
de dados Xcalibur (Thermo, USA) foi utilizado para controlar a aplicacdo das funcdes de

escaneamento do espectrometro de massa e os gradientes de solventes no HPLC.

Espectros MS/MS foram analisados usando os protocolos de softwares a seguir,
propostos em 2014 (SANTI et al., 2014). A identificacdo das proteinas e quantificacao
foram realizadas com 0 Integrated Proteomics Pipeline
(www.integratedproteomics.com/). Os espectros de massa em tandem foram extraidos em
arquivos ms2 a partir de arquivos brutos (raw) via RawExtract 1.9.9 9 (MCDONALD et
al., 2004) e foram buscados através do algoritmo ProLuCID em base de dados de
proteinas de Sus scrofa obtido em julho de 2015. A tolerancia da pesquisa de massa
peptidica foi ajustada para 3 Da, e a carboximetilacdo (+57.02146 Da) da cisteina foi
considerada com uma modificacdo estatica. Os resultados dos parametros ProLuCID
foram montados e filtrados usando o software DTASelect (TABB et al., 2002), resultando

em um conjunto de dados com uma taxa de falsa descoberta de 1%.
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3.1.5 Analise de bioinformatica

Diversas ferramentas de bioinformética foram utilizadas para extrair o maximo de
informacdes dos dados de protedmica obtidas das amostras de espermatozoides da cauda
do epididimo suino. O software Blasto2GO (http://www.blast2go.org) (CONESA et al.,
2005) foi utilizado para categorizar as proteinas detectadas por anotacdo de ontologia
génica, de acordo com processos bioldgicos e fungdes moleculares (ASHBURNER et al.,
2000). Também foi utilizado o mapeamento das proteinas utilizando o mdédulo KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), que permite identificar as funcGes
enzimaticas das proteinas encontradas no contexto de rotas metabdlicas nas quais estas

proteinas estdo envolvidas (GOTZ et al., 2008).

Para verificar outras caracteristicas e classificar as proteinas identificadas, outras
analises de bioinformatica foram realizadas. Para identificar a localizacdo subcelular, foi
utilizado o software TargetP 1.0 (cutoff >0.9) (EMANUELSSON et al., 2000). Para
identificar se a proteina é transmembrana, as sequencias de proteinas foram analisadas
pelo software TMHMM 2.0 (KROGH et al., 2001), e para verificar se a sequéncia das
proteinas possuiam regides com peptideo sinal, utilizou-se o SignalP 4.1 (PETERSEN et

al., 2011). Estes softwares estdo disponiveis em http://www.cbs.dtu.dk/ services/.

3.2 Experimento 2 — Regulagido hormonal da expresséo de g-defensinas no

epididimo de suinos imunizados contra o GhnRH
3.2.1 Obtencédo das amostras de tecido epididimario e grupos experimentais

Os experimentos utilizaram testiculos e epididimos oriundos de suinos (Sus scrofa
domesticus) com idade entre 300 e 540 dias, inteiros (machos reprodutores) e imunizados
contra 0 GnRH (modelo animal suino de hipogonadismo), sendo entdo divididos em
grupos Controle e Imunocastrado, respectivamente. O grupo amostral corresponde a 6

testiculos e 6 epididimos para cada grupo, totalizando 12 animais no estudo.

Os testiculos e epididimos de suinos inteiros (grupo Controle) foram obtidos
através de parceria com a Associacdo de Criadores de Suinos do Rio Grande do Sul

(ACSURS), mediante orquiectomia bilateral, realizada pela associacdo. Apo6s a



49

orquiectomia os tecidos foram acondicionados em caixas isotérmicas e remetidos até o

Laboratorio de Biotecnologia do Centro Universitario UNIVATES.

Os testiculos e epididimos de suinos imunizados contra 0 GnRH (grupo
Imunocastrado) foram obtidos mediante doacdo de abatedouros do Vale do Taquari. Os
suinos deste grupo foram imunizados conforme protocolo préprio da empresa, atraves da
utilizacdo de 2-10 GnRF conjugado a Toxdide Diftérico, no periodo de 8 e 4 semanas
antes do abate. Os animais foram posteriormente abatidos conforme regulamentagéo
prépria do abatedouro e de acordo com a legislacdo pertinente. Os tecidos coletados apds
a castracdo ou o abate foram acondicionados sob refrigeracdo (4°C) e posteriormente
transportadas até o Laboratério de Biotecnologia da UNIVATES, obedecendo a um
periodo méximo de 1 hora.

3.2.2 Extracdo de RNA tecidual e sintese de DNA complementar

Apos a chegada ao no Laboratorio de Biotecnologia da UNIVATES, procedeu-se
a dissecc¢do dos testiculos e epididimos, conforme metodologia descrita por Dacheux e
colaboradores, 2005, sendo separados em 3 porc¢des epididimarias, definidas como 1,5 e
9, cabeca, corpo e cauda respectivamente, conforme ilustrado na Figura 1, além de uma
porcdo do parénguima testicular. As porcdes previamente dissecadas foram submetidas a
extracdo de RNA utilizando o kit GE Healthcare Illustra Spin, utilizando cerca de 100 mg
dos tecidos de suinos inteiros e imunocastrados. Apds a extracao, o precipitado de RNA
foi quantificado em espectofotdbmetro L-QUANT (Loccus Biotecnologia) nos
comprimentos de onda de 260 e 280 nm, para padronizagdo das reacbes com 1,5 ug de
RNA. Das amostras extraidas e padronizadas de RNA realizou-se a sintese de DNA
complementar (cDNA) através do kit M MLV Reverse Transcriptase, utilizando 1,5 pg
de RNA. O cDNA obtido foi armazenado a -80°C até sua utilizac&o.

3.2.3 gPCR

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada utilizando os primers
(tabela 2) descritos por (SANG et al., 2006) para os genes estudados das B-defensinas 3
(pBD3), 4 (pBD4), 125 (pBD125) e para a proteina epididimaria 2C (pEP2C) e utilizando
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como gene controle a B-actina (QI et al., 2009). A fim de padronizar a reacdo realizou-se
a PCR convencional, obtendo-se o amplicon. A reacdo da PCR foi realizada com etapa
inicial de desnaturagdo a 95°C por 15 minutos, seguido de 40 ciclos compostos de 30
segundos de desnaturacdo a 95°C, 30 segundos de anelamento a 55°C e 40 segundos de
extensdo a 72°C. Apos os 40 ciclos realizou-se uma fase final de extensao de 10 minutos
a 72°C (SANG et al., 2006). Para esta reacao foram utilizados 16,5 pL de agua ultra-pura,
1 pL de cDNA, 2,5 pL de Tampéo Buffer 10x ([200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM
KCI]), 3,0 mM de MgClz, 0,4 mM de dNTPs, 0,2 mM de primer sense e antisense, 0,5
uL de Taq DNA Polimerase (Invitrogen®, 5 U/uL), 0,5 uL DMSO, para uma reagdo com
total de 25 L. O produto desta reacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose a
1%, em cuba por 50 minutos a 90 Volts, sendo apo6s avaliado através de iluminacdo
ultravioleta a 512 nm, com o uso do equipamento Gel Logic (KODAC®).

A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) foi realizada no
termociclador StepOne (Applied Biosystems), utilizando a temperatura de Melting de 60
1+°1C. O cDNA utilizado foi diluido a 50 vezes, atraves de curva de diluicdo. As reacdes
realizadas contavam com 4,14 L de agua ultra-pura, 2 pL de Tamp&o Buffer 10x ([200
mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCl]), 3,31 mM de MgCI2, 0,11 mM de dNTPs, 0,22
mM de cada primer, 2 pL de SYBR green (1:10,000, Molecular Probe), ¢ 0.058 pL de
Platinum Tag DNA Polimerase (5 U/uL, Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA). Os primers
utilizados estdo descritos na tabela 2, conforme descritos por Sang et al., (2006) e Qi et
al., (2009).

A reacdo da qPCR contou com uma fase inicial de desnaturacdo de 15 minutos a
95°C, seguidos de 45 ciclos com 15 segundos de desnaturacdo a 95°C, 30 segundos de
anelamento a 56°C e 30 segundos de extensao a 72°C. Ao término dos 45 ciclos realizou-
se uma extens&o final de 10 minutos a 72°C. Realizou-se curva de Melting com acréscimo
de 0,3°C a cada 30 segundos a fim de determinar a especificidade da reacéo e dos produtos
obtidos, sendo realizadas em todas as reagdes triplicatas técnicas (RIRIE et al., 1997). A
quantificagdo da expressao foi realizada conforme o método descrito por Pfaffl (2001),
normalizando a expressao dos genes em estudo com o gene controle, B-actina (PFAFFL,
2001).



o1

Tabela 2 - Primers utilizados para os genes de -defensinas suinas.

Gene Primers Acesso Amplicon

CCCTTTCCAGGAACCTGAACCAAA
pEP2C BK005522 204 pb
TGGCTTGTAGGCTCTGGAGAACAA

CTTCCTATCCAGTCTCAGTGTTCTGC
pBD3 AY460575 308 pb
GGCTTCTGTAGACTTCAAGGAGACAT

GTGGCTTGGATTTGAGGAGAGAGT
pBD4 AY460576 232 pb
AGTGATACACAGGCCTGGAAGGAT

GTGACCAAAGCTGGCTGGAATGTT
pBD125 BK005520 289 pb
TCCTGCTCAGTTCCTGTGCTTTCT

) GCGAGGCCAGGATGGA
B-actina LOC396797 81 pb
CCAGCACCATGAAGATCAAGATCA

Fonte: (SANG et al., 2006; QI et al., 2009)

3.2.4 Andlise estatistica

Os dados obtidos da expressao génica foram analisados através da metodologia 2°
A para a normalizacdo dos resultados. Para comparagdo entre grupos experimentais,
procedeu-se andlise estatistica atraves do teste t de Student. Para comparacdo entre
regides, foi utilizada a ANOVA de uma via seguida do teste Tukey. Para todos os testes

assumiu-se um nivel de significancia estatistica de 5%.

3.3 Consideracdes éticas

A utilizacdo dos animais e dos tecidos esta em conformidade com o Comité de
Etica para a utilizagio de animais, visto que conforme o artigo 1° da Lei 11794, de 8 de
outubro de 2008, “A criagdo e a utilizagdo de animais em atividades de ensino e pesquisa
cientifica, em todo o territorio nacional, obedece aos critérios estabelecidos nesta Lei”,
exceto o disposto no inciso 3 “Nao sdo consideradas como atividades de pesquisa as
praticas zootécnicas relacionadas a agropecudria”. Devido ao fato de que os tecidos
utilizados na pesquisa sdo oriundos de atividades zootécnicas rotineiras e se enquadram
no inciso 3°, ndo se torna necessario o registro junto ao Comité de Etica em Pesquisa com
Animais (BRASIL, 2008). Para a realizacdo do projeto, obteve-se parecer do Comité de

Etica no Uso de Animais, sob protocolo 0001/2015.



4. RESULTADOS

4.1 Proteinas identificadas no espermatozoide da cauda do epididimo por MudPIT

A andlise global da composicao proteica do espermatozoide retirado da cauda do
epididimo identificou 2886 proteinas, demonstrando um alto poder de identificacdo. Apos
analises globais e aplicacdo de filtros para a retirada de isoformas de proteinas, obtiveram-
se 1681 proteinas. As 1681 proteinas resultantes foram submetidas a analises de
bioinformética para obten¢do de dados de ontologia génica e relagdo com componentes

celulares, processos bioldgicos e fungbes moleculares.

Considerando a contagem de espectros, 81 proteinas apresentaram mais de 100
spectral counts, representando 4,8% das proteinas identificadas e 50,99% dos spectral
counts. 556 proteinas apresentaram entre 10 e 100 spectral counts, representando 33,07%
das proteinas identificadas e 41,63% dos spectral counts. 1044 proteinas apresentaram
contagens menores de 10 spectral counts, representando 62,1% das proteinas e 7,3% dos

spectral counts, conforme disposto na figura 3A..

O estudo protedmico foi conduzido em trés ensaios a fim de gerar dados com mais
seguranca. Das proteinas identificadas, 848 (50,8%) foram identificadas nos 3 ensaios,
363 (21,74%) foram identificadas em no minimo dois ensaios, enquanto 470 (28,16%)

foram identificadas em somente um ensaio (Figura 3B).
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Figura 3 - Distribuicdo das proteinas identificadas (A) e distribuicdo de Venn entre as

corridas (B)
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Posterior as analises globais, identificaram-se as 10 proteinas mais encontradas,
com base no nimero de spectral counts, sendo: heat shock 70 kda protein 1-like, acrosin-
binding protein, heat shock 70 kda protein 1b-like, beta-enolase isoform x1, gamma-
enolase, phosphatidylethanolamine-binding protein 4 isoform x1, zona pellucida-binding
protein 1, leucine-rich repeat-containing protein 37a-like, camp-dependent protein
kinase catalytic subunit alpha isoform x1, alpha-mannosidase 2c1 isoform x2 e I-lactate
dehydrogenase a-like 6b. Apesar de a metodologia MudPIT néo ser determinada como
quantitativa, o0s spectral counts podem ser utilizados para descrever
semiquantitativamente a abundancia proteica (LUNDGREN et al., 2010).

Realizaram-se analises de TargetP, SignalP e TMHMM, com base nas sequencias
proteicas encontradas. A analise de TargetP prediz a localizacdo subcelular das
proteinas, sendo ‘s’ a presenca de um peptideo sinal, tipica de vias secretorias € ‘m’ o
peptideo alvo mitocondrial (EMANUELSSON et al., 2000). A anélise de SignalP prediz
a presenca de peptideo sinal, sendo gerada resultado positivo (yes) ou negativo (no) para
peptideo sinal (PETERSEN et al., 2011). A analise de TMHMM prediz a presenca de
proteinas transmembrana, sendo gerados resultados como ‘outside’, que significa que a
proteina ndo possui dominio transmembrana e ‘inside, TMhelix’, indicando que a
proteina possui dominios transmembrana (KROGH et al., 2001). A listagem das 10

proteinas mais abundantes encontra-se na tabela 3, sendo posteriormente discutida.



54

Tabela 3 - Listagem das 10 proteinas mais abundantes encontradas no espermatozoide suino retirado da cauda do epididimo. Séo apresentados

dados de quantificacdo da proteina, bem como termos de ontologia génica obtidas pelo software Blast2GO e as analises de bioinformatica com os

programas TargetP, SignalP e TMHMM.

NUmero de acesso  Scpectral counts ~ Nome da proteina Comprimento (aa) TargetP  SignalP TMHMM
NP_001116600.1 2646 heat shock 70 kda protein 1-like 641 - no outside
GO: ATP binding; heat shock protein binding; binding of sperm to zona pellucida; ubiquitin protein ligase binding; cell body;
blood microparticle; cytosol; unfolded protein binding; COP9 signalosome; protein refolding; zona pellucida receptor
complex; positive regulation of protein targeting to mitochondrion
XP_003126581.1 1039 acrosin-binding protein 539 S yes outside
GO: nucleus; zinc ion binding; protein binding; sperm capacitation; acrosomal vesicle; integral component of membrane;
extracellular region
NP_998931.1 820 heat shock 70 kda protein 1b-like 641 - no outside
GO: ATP binding; cytoplasm
NP_001037992.1 741 beta-enolase isoform x1 434 - no outside
GO: magnesium ion binding; phosphopyruvate hydratase activity; extracellular space; extracellular exosome; glycolytic process;
phosphopyruvate hydratase complex; plasma membrane
XP_005652652.1 725 gamma-enolase 434 - no outside
GO: magnesium ion binding; phosphopyruvate hydratase activity; gluconeogenesis; extracellular space; myelin sheath;
extracellular exosome; protein binding; photoreceptor inner segment; perikaryon; canonical glycolysis; phosphopyruvate
hydratase complex; plasma membrane
NP_001156360.1 693 phosphatidylethanolamine-binding protein 4 222 S yes outside
isoform x1
GO: extracellular exosome
NP_999271.1 642 zona pellucida-binding protein 1 350 m no outside
nucleus; acrosome assembly; binding of sperm to zona pellucida; acrosomal vesicle; cell body; extracellular region; zona
GO: pellucida receptor complex
XP_005668767.1 498 leucine-rich repeat-containing protein 37a-like 2299 S yes TMhelix, inside
GO:

integral component of membrane
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XP_003123401.1

496

GO:

camp-dependent protein kinase catalytic subunit

alpha isoform x1 351 - no outside

renal water homeostasis; regulation of proteasomal protein catabolic process; activation of protein kinase A activity;
epidermal growth factor receptor signaling pathway; fibroblast growth factor receptor signaling pathway; protein
autophosphorylation; negative regulation of smoothened signaling pathway involved in dorsal/ventral neural tube
patterning; cCAMP-dependent protein kinase complex; regulation of insulin secretion; water transport; calcium channel
complex; sperm capacitation; regulation of protein binding; cellular response to glucose stimulus; cellular response to
glucagon stimulus; cellular response to parathyroid hormone stimulus; cytosol; neuromuscular junction; mesoderm
formation; protein kinase binding; gluconeogenesis; positive regulation of protein export from nucleus; negative regulation
of meiotic cell cycle process involved in oocyte maturation; germinal vesicle; regulation of ryanodine-sensitive calcium-
release channel activity; regulation of cardiac conduction; neurotrophin TRK receptor signaling pathway; ubiquitin protein
ligase binding; modulation of synaptic transmission; triglyceride catabolic process; peptidyl-serine phosphorylation;
peptidyl-threonine phosphorylation; nucleotide-activated protein kinase complex; calcium-mediated signaling using
intracellular calcium source; blood coagulation; plasma membrane raft; regulation of osteoblast differentiation;
nucleoplasm; stimulatory C-type lectin receptor signaling pathway; ATP binding; extracellular exosome; protein
serine/threonine/tyrosine kinase activity; G2/M transition of mitotic cell cycle; sperm midpiece; neural tube closure; cellular
response to epinephrine stimulus; ciliary base; positive regulation of cell cycle arrest; regulation of bicellular tight junction
assembly; cell communication by electrical coupling involved in cardiac conduction; transmembrane transport; energy
reserve metabolic process; regulation of cytosolic calcium ion concentration; cCAMP-dependent protein kinase activity;
activation of phospholipase C activity; organelle organization; regulation of heart rate; centrosome; innate immune
response; mitochondrion; protein kinase A regulatory subunit binding; regulation of cardiac muscle contraction by
regulation of the release of sequestered calcium ion; regulation of protein processing

XP_001924224.1

491

GO:

alpha-mannosidase 2c1 isoform x2 1040 - no outside
protein deglycosylation; alpha-mannosidase activity; zinc ion binding; mannose metabolic process; carbohydrate binding;
vacuole

XP_003361852.2

489

GO:

I-lactate dehydrogenase a-like 6b 377 m no outside
nucleus; carbohydrate metabolic process; L-lactate dehydrogenase activity; mitochondrion; oxidation-reduction process;
carboxylic acid metabolic process
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A anélise de ontologia génica resultou na identificagdo de 1046 proteinas com descri¢do
de funcdo molecular. Dentre elas, 817 estdo relacionadas com binding e 719 proteinas estdo
relacionadas com catalytic activity, analisando-se em nivel secundario. A andlise do nivel
terciario apresenta 500 proteinas relacionadas com protein binding, 396 relacionadas com
organic cycle compound binding e 394 relacionadas com heterocyclic compound binding
(figura 4).

Figura 4 — Funcdo molecular das proteinas obtida por analise de ontologia génica através do

software Blast2GO identificadas no espermatozoide retirado da cauda do epididimo de suinos.
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A andlise de componente celular identificou 1021 proteinas relacionadas com cell, 1019
relacionados com cell part, 952 relacionadas com organele e 578 relacionadas com organele
part, conforme disposto na figura 5, além de outras relacbes com menor propor¢do, como

membrane, extracelular region e macromolecular complex.
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Figura 5 — Proteinas relacionados com componentes celulares obtida por anélise de ontologia
génica através do software Blast2GO identificadas no espermatozoide retirado da cauda do

epididimo de suinos.
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Ao se analisar o processo bioldgico envolvido, 917 proteinas apresentaram relacdo com
cellular process, 856 com single-organism process e 855 com metabolic process. Neste topico
cabe ressaltar a presenca de 251 proteinas envolvidas com positive regulation of biological
process e 237 com negative regulation of biological process, além de 125 proteinas envolvidas

com reproduction e reproductive process, conforme disposto na figura 6.

Figura 6 — Processos biologicos obtida por analise de ontologia génica através do software

Blast2GO identificadas no espermatozoide retirado da cauda do epididimo de suinos.
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A andlise KEGG (GOTZ et al., 2008) gerou 106 mapas de interacdo com as proteinas
descritas. As proteinas identificadas nas vias metabolicas relacionadas com fisiologia
espermatica estdo descritas no apéndice desta dissertacdo. No Apéndice A estdo descritas as
proteinas associadas a metabolismo energético da célula, em processos como glicolise, com o
metabolismo de frutose e manose e metabolismo de galactose. No apéndice B, estdo descritas
as proteinas envolvidas com a fosforilacdo oxidativa, importante fungdo celular associada a
producdo de ATP para motilidade e geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). As
proteinas descritas pelo KEGG como participantes das vias contendo metabolismo de
aminoacidos (metabolismo de alanina, aspartato, glutationa, arginina, cisteina e metionina, e
degradacéo de valina, leucina e isoleucina), estdo descritas no apéndice C. No Apéndice D estéo
descritas as proteinas envolvidas com a biossintese e degradacdo de esteroides e horménios

esteroides.

4.2 Regulacdo hormonal da expressdo de B-defensinas no cachago

Foi identificada a expresséo génica das p-defensinas pBD3, pBD4, pBD125 e pEP2C
no testiculo e nas trés regides do epididimo de todos os animais avaliados. Todas as f-
defensinas estudadas apresentaram diferenca na expressao génica entre 0s grupos experimentais
em no minimo uma por¢do, (pBD125 e pEP2C), tendo a pBD3 e pBD4 apresentado diferencgas

na expressdo génica em duas porcoes.

A imunizacdo contra 0 GnRH alterou a expressdo da pBD3 nas por¢des da cabeca e da
cauda do epididimo. O grupo imunizado apresentou maior expressao na cabeca (p < 0,01) e na
cauda (p < 0,01), se comparado ao grupo controle (Figura 7B). Ainda, a pBD3 apresentou uma
maior expressao génica no corpo do epididimo em relagdo as demais regides avaliadas em
ambos os grupos (p < 0,01). A reducdo de testosterona plasmatica ap6s a imunocastragédo teve
uma consequéncia diferente na expressdo da pBD4 no testiculo e no epididimo. No testiculo
(figura 8A), a expressao no grupo imunizado foi maior do que no grupo controle (p<0,05), bem
como a expressao no corpo do epididimo (figura 8B), que foi maior no grupo imunizado do que
no grupo controle (p<0,05). N&o foi observada diferenca na expressao génica de pBD4 entre as
regides epididimarias. Similarmente a pBD4, a pEP2C apresentou maior expressao génica no
corpo do epididimo (figura 9B) de animais do grupo Imunocastrado em relagdo ao grupo

controle (p < 0,05; Figura 8B), apresentando diferencas entre as regides epididimarias no grupo
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vacinado contra GnRH (P < 0,05). A pBD125 teve sua expressao génica aumentada no grupo
imunocastrado apenas na cauda do epididimo (figura 10 B) (p < 0,05), ndo apresentando

diferencas entre os grupos para as demais regides testadas, nem entre regides epididimarias.

Figura 7 - Efeito da imunizacdo contra 0 GnRH na expressao génica da B-defensina suina 3
(pBD3) em testiculo e epididimo de suinos. Valores expressos em média + desvio padrdo em
(A) testiculo e (B) cabega, corpo e cauda do epididimo em animais do grupo controle (colunas
brancas) e imunizado contra 0 GnRH (colunas pretas). Asterisco acima das colunas indica
diferenca estatistica (p < 0,01) entre grupos. As letras nas colunas indicam diferenca estatistica

(p<0,05) entre as regides epididimarias.
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Figura 8. Efeito da imunizacdo contra 0 GnRH na expressdo génica da (-defensina suina 4
(pBD4) em testiculo e epididimo de suinos. Valores expressos em media + desvio padrdo em
(A) testiculo e (B) cabeca, corpo e cauda do epididimo em animais do grupo controle (colunas
brancas) e imunizado contra 0 GnRH (colunas pretas). Asterisco acima das colunas indica

diferenca estatistica (p < 0,05) entre grupos.
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Figura 9 — Efeito da imunizagdo contra 0 GNRH na expressdo génica da proteina epididiméria
2C (pEP2C) em testiculo e epididimo de suinos. Valores expressos em média + desvio padrdo
em (A) testiculo e (B) cabeca, corpo e cauda do epididimo em animais do grupo controle
(colunas brancas) e imunizado contra 0 GnRH (colunas pretas). Asterisco acima das colunas
indica diferenca estatistica (p < 0,05) entre grupos. As letras nas colunas indicam diferenca
estatistica (p < 0,05) entre as regides epididimarias.
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Figura 10 - Efeito da imunizacdo contra 0 GnRH na expressdo génica da 3-defensina suina 125
(pBD125) em testiculo e epididimo de suinos. Valores expressos em média + desvio padrdo em
(A) testiculo e (B) cabeca, corpo e cauda do epididimo em animais do grupo controle (colunas
brancas) e imunizado contra 0 GnRH (colunas pretas). Asterisco acima das colunas indica

diferenca estatistica (p < 0,05) entre grupos
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5. DISCUSSAO

Nesta dissertacdo foram utilizadas duas abordagens biotecnoldgicas para estudar a
maturacdo epididiméria na espécie suina. O epididimo é um oOrgdo chave na fertilidade
masculina e tem ganhado maior atencdo nos ultimos anos devido ao desenvolvimento de novas
ferramentas para estudar sua funcdo a nivel molecular. Tais conhecimentos tém permitido
desenvolver novas estratégias para 0 aumento das taxas de fertilidade em diversas espécies de

animais de producéo e na saude reprodutiva humana.

5.1 Protebmica do espermatozoide suino

No primeiro experimento apresentado, a protebmica de espermatozoides obtidos da
cauda do epididimo de suinos através da metodologia MudPIT é descrita pela primeira vez.
Esta técnica permitiu a identificacdo de 1681 proteinas associadas com diferentes processos
celulares, componentes celulares e funcdes moleculares. O espermatozoide da cauda do
epididimo esta pronto para a ejaculacdo apos a passagem e maturagdo pelo epididimo. Nesta
fase, 0 espermatozoide da cauda do epididimo, juntamente com o plasma seminal e as secrec¢oes
das glandulas anexas, irdo compor o ejaculado. A descricdo da composicdo proteica do
espermatozoide retirado da cauda do epididimo serve para identificar e mapear proteinas
especificas, importantes para o metabolismo espermatico, concebendo-se assim perspectivas

para pesquisas complementares, estudando-se as proteinas individualmente ou em conjunto.

A cauda do epididimo, porc¢do distal deste 6rgdo, € responsavel principalmente pelo
armazenamento de espermatozoides. Nas por¢des inicias do epididimo, cabeca e corpo, o

espermatozoide sofre uma série de alteragdes, em decorréncia do meio no qual esta inserido,
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passando de um espermatozoide com pouca capacidade fecundante, para um espermatozoide
capacitado, com plenas condic@es de fertilizacdo (DACHEUX e PAQUIGNON, 1980). J& na
cauda do epididimo, o espermatozoide estd com uma baixa taxa metabolica, possui motilidade
progressiva e esta apto a ejaculacdo (DACHEUX et al., 2005). O estudo da composicéo proteica
do espermatozoide retirado da cauda do epididimo através da metodologia MudPIT auxilia no

esclarecimento das alteracfes proteicas que ocorrem a nivel de maturagdo epididimaria.

A composicdo proteica do espermatozoide retirado da cauda do epididimo do suino deve
ser analisada de forma qualitativa e quantitativa. A analise quantitativa envolve as 10 proteinas
mais abundantes (0,59% das proteinas identificadas), que representam 20,52% das contagens
de espectros. Apesar de o maior nimero de proteinas identificadas apresentarem uma baixa
contagem de espectral (62,1% das proteinas apresentaram contagens inferiores a 10 spectral
counts), faz-se necessaria uma andlise quantitativa, devido a maior interacao destas proteinas
mais abundantes com o espermatozoide. A metodologia de MudPIT é tida como
semiquantitativa, no entanto a abundancia proteica pode ser predita (LUNDGREN et al., 2010).

Abaixo serdo descritas as 10 proteinas com maior abundancia.

A proteina mais abundante no espermatozoide retirado da cauda do epididimo do suino
foi a Heat Shock Protein (HSP) 70 kDa protein 1 like. Esta proteina ativa as funcdes de
dobramento e trafico de proteinas, bem como na inibi¢cdo da agregacédo proteica e na degradacéo
proteica (DAUGAARD et al., 2007). A presenca desta proteina no espermatozoide de suinos
(BELLEANNEE et al., 2011) e no oviduto de mamiferos sugere uma relacdo na manutengéao
da viabilidade espermatica e na fertilizacdo (ELLIOTT et al., 2009). Além disso, esta
chaperona, com alta conservacao evolucionéria, ativa a motilidade espermatica em estudos in
vitro, ligando-se a superficie do espermatozoide e participando da migracdo espermatica
(HIYAMA et al., 2014). O aumento nos niveis da HSP70 em espermatozoide congelado de
suinos é relacionado com maior criotolerancia, protegendo o espermatozoide das alteracGes
causadas pelo congelamento. Além disso, com 0 aumento do tempo de criopreservacao, ocorre
aumento nos indices de HSP70. A fosforilagdo de serinas da HSP 70 pode interferir nos
processos de ativagdo e inativagdo espermatica, alterando assim as taxas metabdlicas e o
estresse oxidativo (YESTE et al., 2014). Recentemente, a HSP70 de testiculo do peixe
Boleophthalmus pectinirostris foi relacionada com estresse calorico, falha na espermatogénese
e fertilidade. A diminuicéo nos niveis da HSP70 em testiculo de peixes com estresse calorico
leva a alteragdes no tecido conectivo, comprometendo a funcdo testicular e consequentemente

a funcdo reprodutiva. A HSP70, neste caso protege o espermatozoide contra o estresse caldrico
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(HAN et al., 2016). Além disso, a HSP70 esta relacionada com a autofagia e sobrevivéncia dos
gametas no trato reprodutivo feminino (SISTI et al., 2015). A presenca e abundancia desta
proteina no espermatozoide do suino corrobora com os dados acima citados, visto que atua
principalmente nos processos de estresse oxidativo, que ocorrem ao longo do epididimo durante

a maturacdo espermatica.

A acrosin binding protein (ACRBP), presente no espermatozoide suino
(BELLEANNEE et al., 2011), esta localizada no acrosoma e participa da reacdo do acrossomo
durante a fertilizacdo. Esta etapa é muito complexa e envolve a ativacdo do acrossomo, ligacdo
e hidrélise da zona peltcida (MAO e YANG, 2013). As proteinas acrossomais interagem com
a zona peldcida e formam complexos proteicos com alto peso molecular (KONGMANAS et
al., 2015) cooperando com a penetracdo espermatica (FERRER et al., 2012). Os niveis da
ACRBP podem ser utilizados para 0 monitoramento da espermatogénese in vivo e in vitro, bem
como marcador molecular espermatico e para monitoramentos das fun¢des reprodutivas em
garanhdes (KIM et al., 2015). Em suinos, a andlise da ACRBP e da triosephosphosphate
isomerase apds a coleta do sémen pode predizer a congelabilidade, podendo ser usada como
monitoramento visando otimizar a funcdo reprodutiva (VILAGRAN et al., 2013). A presenca
e abundancia desta proteina corrobora com a sua importancia bioldgica durante os processos de
fertilizacdo.

A proteina gamma enolase € a terceira mais abundante neste estudo e a mais abundante
entre as proteinas relacionadas com a glicélise. Estes resultados corrobram com Petit e
colaboradores (2013) que identificaram a enolase | em humanos, participando da via glicolitica.
Em suinos, a alpha enolase foi descrita no espermatozoide (BELLEANNEE et al., 2011),
contudo pouco se sabe acerca da sua associacdo com a fertilidade. Em ratos machos foi
observado que defeitos resultantes de um gene trap da enolase 4 geram defeitos espermaticos
estruturais e infertilidade. Os defeitos, flagelo anormal e peca intermediaria incompleta,
modificam a morfologia espermatica e impactam na motilidade e consequentemente na
fertilidade (NAKAMURA et al., 2013). A abundancia desta proteina no presente estudo esta
relacionada com a sua atividade biologica nas vias glicoliticas, essenciais para a manutengdo

das funcGes reprodutivas.

A phosphatidylethanolamine binding protein esta associada com a superficie da
membrana plasmatica espermatica. Durante o transito através do epididimo esta proteina, que

é secretada pelo testiculo e epididimo, interage com o espermatozoide alterando as taxas de
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motilidade. A incubacdo de espermatozoides suinos com phosphatidylethanolamine binding
protein 4 promove a motilidade em estudos in vitro (AN et al., 2012). O fendmeno de
capacitacdo e decapacitacdo em camundongos € relacionada com phosphatidylethanolamine
binding protein 1, visto que ela é associada com alteracdes na membrana plasmaética do
espermatozoide na cabeca e flagelo (GIBBONS et al., 2005). Esta proteina, quarta mais
abundante neste estudo, estd relacionada diretamente com a capacitacdo espermatica,

apresentando assim uma importante funcao bioldgica.

A Zona pellucida binding protein (ZPBP) é uma proteina das espermatides e do
espermatozoide, estando presente no acrossoma, participando da interacdo entre o
espermatozoide e a zona pelicida. Mutagfes na ZPBP em humanos estdo relacionadas com
morfologia anormal da cabeca do espermatozoide, bem como relacionados com
teratozoospermia (YATSENKO et al., 2012). A ZPBP é responsavel pelas fases iniciais da
reacdo do acrossoma, pela selecdo de espermatozoides capacitados e pela prevencdo do
polispermia em camundongos (LIN et al., 2007), reagcBes muito importantes no processo de
interacdo entre espermatozoide e odcito (PRIMAKOFF e MYLES, 2002). Os resultados do
presente trabalho confirmam os achados do grupo de Dacheux na Franga, que descreveu a

presenca desta proteina no espermatozoide suino (BELLEANNEE et al., 2011).

A Leucine-rich repeat-containing protein € uma proteina transmembrana associada com
a via de sinalizacdo da proteina G. Recentemente, ela foi descrita como uma proteina
moduladora do canal de potassio dependente de voltagem Slo3, que é critico para a fertilidade
(YANG et al., 2011). Além disso, a perda desta proteina afeta o Ksper e estabelece uma séria
reducdo na fertilidade (ZENG et al., 2015). O Ksper € um canal de K*, que altera a carga elétrica
da membrana, controlando o potencial da membrana e as suas interagdes (NAVARRO et al.,
2007).

As Proteins AMP kinase (AMPK), localizadas no flagelo, estdo associadas com a
motilidade espermatica, visto que uma inibicdo desta proteina leva a uma potente inibicdo da
motilidade do espermatozoide (AMARAL 2014). Esta proteina, juntamente com o calcio,
modula a via da sinalizagdo, causando um decréscimo na motilidade esperméatica (TURNER
2006). Em camundongos, a delecéo deste gene resulta em infertilidade masculina, sugerindo
assim que a motilidade é dependente desta via (SKALHEGG et al., 2002). A AMP kinase ¢
expressa em espermatozoide suino em altas concentragdes sob condicdes fisioldgicas,
participando ativamente da regulagdo da motilidade (HURTADO DE LLERA et al., 2012), da
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manutencdo da qualidade espermatica ao longo do tempo (MARTIN-HIDALGO et al., 2013)
e da manutencdo da organizagdo da membrana plasméatica do espermatozoide suino
(HURTADO DE LLERA et al., 2013). Além disso, a AMPK participa da regulacdo da funcéo
espermatica, como a viabilidade, potencial de membrana mitocondrial, integridade da
membrana acrosomal externa e fluidez da membrana plasméatica (HURTADO DE LLERA et
al., 2015). Estas considerac¢des corroboram com a importancia bioldgica desta proteina e da sua
via bioldgica, bem como de ativador da AMPK, gque por atuar diretamente na via, pode alterar
o0 nivel metabdlico e alterar as taxas de fertilidade (HURTADO DE LLERA et al., 2015).

A Alpha-mannosidase foi descrita em suinos em 1995, pelo grupo de Dacheux, sendo
secretada por diferentes por¢des epididimarias (OKAMURA et al., 1995). Esta proteina é
localizada no acrossomo ou integrada na membrana espermatica, estando relacionada com a
interacdo entre espermatozoide e odcito (KUNO et al., 2000). Ela também foi identificada em
estudo sobre maturacdo epididiméaria na superficie do espermatozoide, corroborando com
nossos resultados (BELLEANNEE et al., 2011). Em garanhdes, esta proteina é relacionada com
a aquisicdo da motilidade e fertilidade, devido a sua interacdo direta do espermatozoide com a
zona peltcida (RETAMAL et al., 2012).

A lactate dehydrogenase € uma enzima que converte lactato a piruvato, participando do
metabolismo glicolitico. Esta proteina possui a segunda maior contagem dentre as proteinas
relacionadas com a glicolise (apéndice B) e a primeira contagem no metabolismo de
aminoéacidos (apéndice D). Em suinos, esta proteina foi estudada em 1986, quando seu potencial
enzimatico foi elucidada no espermatozoide de suinos (EGBUNIKE et al., 1986). Ela é presente
na cabeca, peca intermediaria e cauda do espermatozoide (KOHSAKA et al., 1992) e esta
relacionada com a maturacdo epididiméaria (BELLEANNEE et al., 2011). Esta proteina possui
uma relacdo préxima com a fertilidade, visto que em camundongos knockout da lactate
dehydrogenase, ha relatos de auséncia de hiperatividade, inabilidade de penetracdo na zona
pelicida e falha nos eventos de capacitacdo (ODET et al., 2008). Além disso, 0 mesmo grupo
descreveu alteragcdes na fosforilacdo oxidativa e na glicolise em camundongos knockout, que
na auséncia de glicose, utiliza a fosforilagao oxidativa para a producdo de ATP. Na presenca de
glicose o espermatozoide obtém energia através da glicOlise aerdbica, alterando a via
metabolica (ODET et al., 2013). Esta proteina também pode ser utilizada para monitorar a
fertilidade de espermatozoides humanos através de uma metodologia coloracdo histoquimica

répida (CUI et al., 2015). A presenca desta proteina no espermatozoide suino corrobora com a
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sua importancia bioldgica, estando presente nas rotas metabolicas da glicdlise e do metabolismo

de aminoacidos.

A técnica de MudPIT permitiu a identificacdo de um namero de proteinas dezenas de
vezes maior do que o ja descrito para a mesma amostra. Assim, as ferramentas de
bioinformética foram essenciais para a extracdo de informacGes dos dados obtidos. A seguir,
serdo apresentadas as proteinas relacionadas a rotas metabdlicas em comum, tanto para a

producdo de energia, quanto para sintese e processamento de aminoacidos e esteroides.

Metabolismo energético

A atividade catalitica do espermatozoide na cauda do epididimo corresponde a uma
gama de vias metabolicas, incluindo vias relacionadas com motilidade, transferéncia de energia
e sobrevivéncia. Nesta discussdo, focamos nas vias metabdlicas que envolvem glicolise,
metabolismo de frutose e manose e galactose, oxidacdo fosforilativa, metabolismo de
aminoacidos e metabolismo de esteroides (Apéndices A a D). Estas proteinas participam de

uma ou mais vias metabolicas, sendo importantes candidatas a biomarcadores.

O metabolismo energético do espermatozoide no trato reprodutivo feminino e
masculino requer um perfeito sincronismo nas atividades, a fim de que a energia disponivel na
célula espermatica seja suficiente para a realizacdo das fungdes metabdlicas, como motilidade,
capacitacdo, reacdo do acrossomo e fertilizacdo (DU PLESSIS et al., 2015). O espermatozoide
pode utilizar duas vias distintas para suprir sua demanda energética: glicélise e fosforilacdo
oxidativa. A glicolise, fonte priméaria de energia no espermatozoide, é relacionada
principalmente com a capacitacao, hiperativagdo e reacdo do acrossoma, na cabeca e cauda do
espermatozoide. A adicdo de glicose, ou outro sacarideo glicolitico em espermatozoides, altera
a motilidade e a capacitacdo (WILLIAMS e FORD, 2001).

As enzimas glicoliticas estdo presentes no espermatozoide, regulando a producédo de
ATP e consequentemente, a motilidade espermatica (KRISFALUSI et al., 2006). Além disso,
a glicolise participa de uma importante relacéo de transferéncia energética no espermatozoide,
para 0 movimento flagelar. Este sistema atua como tampao, transferindo energia da producéo

de ATP na pega intermediaria, para os sitios de consumo de ATP, localizados na flagelo do
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espermatozoide (TAKEI et al., 2014), assegurando a transferéncia de energia e o equilibrio
elétrico da reacdo (DZEJA e TERZIC, 2003).

As proteinas gamma enolase e lactate dehydrogenase ja foram descritas dentre as 10
proteinas mais abundantes, apresentando uma grande importancia no metabolismo espermatico.
Durante o metabolismo energético, varias enzimas atuam em reagfes metabolicas, interferindo
em vias metabolicas como succinato. A enzima pyruvate kinase catalysis transfere um grupo
fosfato durante a glicolise. A peca intermediaria espermatica contém isoformas de pyruvate
kinases (FEIDEN et al., 2008), que sdo enzimas glicoliticas e transportadoras de ions. A
producdo local de ATP pela peca intermediaria espermética é necessaria para 0 movimento dos
flagelos e para a adequada reacdo do acrossomo (FEIDEN et al., 2007). A presencga e
localizagcdo destas proteinas interferem no metabolismo e consequentemente, nas taxas de
fertilidade. Recentemente foi sugerido uma relacdo destas proteinas com a ligacdo a zona

pelucida, corroborando com a sua importancia na fertilizacdo (PETIT et al., 2013).

A enzima phosphoglycerate kinase 1 (PGK1) catalisa a transferéncia de energia do
fosfato para o ADP, formando ATP. A enzima PGK1 em testiculo somente ocorre apenas nos
estagios iniciais da espermatogénese, modificando para PGK2 durante as fases posteriores da
espermatogénese (CHEN et al., 2004). Em camundongos, a PGK2 ¢é localizada na peca
principal do espermatozoide. Sua expressdo ocorre no testiculo, apesar do fato de que
camundongos knockdown de PGK2 apresentam espermatogénese normal, porém com
espermatozoides com alteracdes na motilidade e consequentemente na fertilidade (DANSHINA
et al., 2010). Em homens, a phosphoglycerate kinase 2 é diminuida em homens inférteis
comparados com homens férteis (LEGARE et al., 2014). Em suinos, esta enzima foi descrida
em 1999, como anéloga da proteina humana (ROHRER, 1999) e identificada pelo grupo de
Dacheux em proteinas da superficie de espermatozoides imaturos (BELLEANNEE et al.,
2011). A presenca do alelo AA na PGK2 em suinos da raga Pietrain esta associada com maior
volume ejaculado do que em suinos com o alelo CC, ao se estudar as variagdes decorrentes de
polimorfismos. Estes resultados auxiliam no entendimento das varidveis que afetam os

parametros reprodutivos como o volume de ejaculado (CHEN et al., 2004).

A enzima Phosphoglycerate mutase 1 foi descrita em culturas de células epididimarias
de suinos (BASSOLS et al., 2007). A Phosphoglycerate mutase 2 ocorre no testiculo de ratos
(BROOKS, 1976), camundongons (FUNDELE et al., 1987) galos e perus (WISHART e
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CARVER, 1984). Em espermatozoide de suinos, a phosphoglycerate mutase 2 foi descrita em
um estudo de capacitacdo epididimaria (BELLEANNEE et al., 2011).

A proteina glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPD) estd presente no
espermatozoide humano (MARTINEZ-HEREDIA et al., 2006). Esta proteina esta localizada
na cabeca e na pecga principal do flagelo espermético, com envolvimento na ligacdo do
espermatozoide com o o6cito (MARGARYAN et al., 2015). A concentracdo desta proteina é
aumentada em espermatozoides de homens inférteis, se comparado a homens férteis (LEGARE
et al., 2014), embora ndo tenham sido detectadas alteracfes na expressdao génica de
espermatozoides com motilidade afetada se em comparacdo a espermatozoides com a cinética
normal (PAOLI et al., 2016). Existem duas enzimas GAPD em mamiferos, no entanto somente
uma é especifica para testiculo. Esta enzima atua nas vias metabdlicas de producédo energética,
fornecendo energia para a espermatogénese e para a movimentacdo e motilidade espermatica
(KURAVSKY et al.,, 2011). A oxidacdo desta enzima diminui a motilidade espermaética,
fazendo com que o espermatozoide se torne menos competente. A oxidacdo da GAPD pode
estar relacionada com a elevacao dos niveis de EROs, gerando assim se ndo controlada, danos
no DNA do espermatozoide. A diminui¢cdo da motilidade, causada por um aumento nos niveis
de EROs, pode ser encarada como um mecanismo protetivo reprodutivo, a fim de que
espermatozoides com danos no DNA néo efetuem a fertilizagdo (ELKINA et al., 2011).

A capacitacdo espermatica necessita da ativacdo da enzima aldose reductase (KATOH
etal., 2014), presente no espermatozoide suino (BELLEANNEE et al., 2011). Ela participa das
vias metabdlicas da galactose, frutose e manose. O inibidor da aldose reductase, alrestatin,
inibe a motilidade progressiva na presenca de glicose, mas ndo na presenga de frutose. A
proteina aldose redutase estd presente na espermatozoide retirado da cauda do epididimo,
embora ndo esteja presente nas células germinativas de bovinos e presente em baixa
concentracdo nas células germinativas de suinos (KATOH et al., 2014). Esta proteina é
agregada ao espermatozoide durante o transito epididimario, através de epididimossomos
(CABALLERO et al., 2010; SULLIVAN e SAEZ, 2013).

Fosforilagdo oxidativa

A fosforilacdo oxidativa, etapa subsequente a glicolise, esta principalmente relacionada
com a diferenciacdo, maturacdo epididiméaria e motilidade (DU PLESSIS et al., 2015). O
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espermatozoide utiliza as vias da fosforilacdo oxidativa e da glicélise para seu aporte energético
(STOREY, 2008). As proteinas citadas no apéndice B, relacionadas com a fosforilacdo

oxidativa, serdo discutidas a seguir.

A protein prune homolog, juntamente com a glycogen synthase kinase 3, esta
relacionada com a proliferacdo celular (KOBAYASHI et al., 2006). Esta proteina ndo possui
relacdo direta com o espermatozoide, embora alteraces na glycogen synthase kinase 3, que se
relaciona com a protein prune homolog, localizada na cauda e na por¢do anterior do

espermatozoide de touros, altera a cinética espermatica (SOMANATH et al., 2004).

A proteina succinate dehyrogenase esta relacionada em humanos com EROs e com a
ativacdo de cascatas metabolicas que podem levar o espermatozoide a morte (AITKEN et al.,
2012; TOMAR et al., 2012). Em um estudo com homens astenozoospérmicos, a succinate
dehydrogenase, componente da cadeia respiratoria, apresenta uma atividade enziméatica maior
do que em espermatozoides controle (RUIZ-PESINI et al., 1998). Entretanto, em homens com
fertilidade afetada pelo bisfenol, a succinate dehydrogenase é aumentada, juntamente com
outras proteinas com a peroxiredoxis, glutathione peroxidase, glyceraldehyde 3 phosphate
(RAHMAN et al., 2015).

A V-type préton ATPase é secretada pelas células claras do epididimo (PIETREMENT
et al., 2006), possuindo fungdo de manutencdo do baixo pH no fluido epididimério luminal,
condicdo esta essencial para a maturagdo e para o0 estoque espermatico. Varias isoformas desta
proteina ja foram descritas, atuando em uma ampla gama de processos biolégicos, como na
reproducdo, no diabetes e no cancer (PIETREMENT et al., 2006; TOEI et al., 2010). A
atividade da v-type préton ATPase foi estudada em espermatozoide de coelhos e com a adi¢do
de bafilomicina, um inibidor especifico desta proteina, 0 espermatozoide apresenta uma

diminuigdo nos niveis de capacitagdo, juntamente com o pH (GARCIA-MACEDO et al., 2001).

A proteina Cytochrome c¢ oxidase subunit 11, localizada na mitocdndria espermatica,
participa da fosforilacdo oxidativa através da cadeia de transporte de elétrons. A atividade
enzimatica em homens astenozoospérmicos é menor do que em homens com espermatozoides
normais (RUIZ-PESINI et al., 1998). Em humanos existem 13 subunidades da cytochrome ¢
oxidase, sendo a I, Il e 1l as maiores. A delecdo de 15 pares de base da cytochrome c oxidase

I11 em humanos é relacionada com infertilidade (MUGHAL et al., 2016).
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A NADH dehydrogenase é uma enzima que atua na cadeia mitocondrial de transporte
de elétrons, no sitio I. Em homens com espermatozoides astenozoospermicos, esta enzima
possui maior atividade (RUIZ-PESINI et al., 1998). Em camundongos, esta proteina participa
da fosforilacéo da tirosina, processo essencial para a capacitacao espermatica (ARCELAY et
al., 2008). Em suinos, ocorre maior abundancia desta proteina em leitegadas com menor
tamanho (KWON et al., 2015).

As vias metabdlicas energéticas espermaticas variam de acordo com as condi¢fes
espermaticas e com os substratos disponiveis. As vias glicoliticas sdo preferenciais durante a
hiperativacdo, embora a fosforilagdo oxidativa possua importancia nesta fase (DU PLESSIS et
al., 2015). O conhecimento das vias metabdlicas permite a identificacdo de proteinas
importantes para as vias, que podem futuramente ser estudadas, buscando-se compreender

melhor o papel de cada proteina no metabolismo espermatico.

Metabolismo de aminoéacidos

A presenca de diversas proteinas associadas ao metabolismo de aminoacidos (Apéndice
C) chama a atencdo uma vez que estas rotas metabodlicas ndo sdo comumente estudadas no
espermatozoide. Estas proteinas identificadas no mapeamento do mddulo KEGG serdo
discutidas a seguir.

A proteina malate cytoplasmatic esta presente na peca intermediaria do espermatozoide
suinos (KOHSAKA et al., 1992). Esta enzima altera a oxidacdo do NADH, o consumo de
piruvato e a atividade descarboxilase do piruvato. Além disso, 0 metabolismo do piruvato pode
ser afetado por este sistema, que envolve também a proteina lactate dehydrogenase (GEREZ
DE BURGOS et al., 1994). Em espermatozoides bovinos, a malate dehydrogenase participa da

capacitacao espermatica e da reacdo do acrossoma (CORDOBA et al., 2005).

A betaine-homocysteine s-methyltransferase 1, identificada no figado e nos rins de
suinos, possui relagdo com a conversdo da betaina e homocisteina para dimetilglicina e
metionina, respectivamente (GARROW, 1996). A adicdo de betaine em dietas de suinos
aumenta a producédo espermatica total (CABEZON et al., 2016), enquanto a adi¢do de betaine
a dieta de matrizes aumentou o peso das leitegadas de matrizes com elevada ordem de pari¢ao

(VAN WETTERE et al., 2012). Estes resultados podem ser explicados através da relacao desta



71

proteina com a metionina, a qual é necessaria para a adequada funcao espermatica (LEE et al.,
1998).

A enzima L-amino-acid oxidase isoform, em garanhdes, atua como produtora de
espécies reativas de oxigénio. Sua atividade enzimatica é relacionada com aminoacidos
aromaticos, estando elevada em casos de perda de vitalidade (AITKEN et al., 2015). No
espermatozoide humano, esta proteina esta localizada na peca intermediaria e relacionada com
a fosforilacdo da tirosina e com a capacitacdo. Ela é produtora de ROS, com o nivel maximo de
atividade quando relacionada com aminoacidos como triptofano e fenilalanina (HOUSTON et
al., 2015). Em suinos, esta proteina possui relacdo com tamanho reduzido das leitegadas
(KWON et al., 2015).

A dihydrolipoyl mitochondrial, também conhecida por dihydrolipoamide, é uma
proteina relacionada com o piruvato e lactato, durante a hiperativacédo e reacdo acrossomal em
espermatozoides de hamster (MITRA e SHIVAJI, 2004), sendo encontrada no acrossomo e na
peca principal de espermatozoides (MITRA et al., 2005). Através da inibicdo do complexo da
piruvato desidrogenase e da dihydrolipoamide dehydrogenase, o metabolismo do lactato e
piruvato é afetado e o espermatozoide de hamster perde a capacidade de fertilizacdo (SIVA et
al., 2014). Observa-se assim que, mesmo n&o tio estudadas, as enzimas associadas a rotas de
metabolismo de aminoacidos apresentam significativa importancia na fisiologia espermatica,

podendo estar relacionadas a qualidade do ejaculado.
Metabolismo de esteroides e epididimo

O papel dos horménios esteroides no epididimo é bem estabelecido, ndo s6 pela
testosterona, mas também pelos estrégenos. (HESS et al., 2011; JOSEPH et al., 2011). A
analise KEGG identificou proteinas associadas ao metabolismo de esteroides (Apéndice D),
entre elas a aldose reductase, que ja foi citada anteriormente. As demais proteinas com maiores

spectral counts sdo descritas a seguir.

Presente no espermatozoide da cauda do epididimo, a 3-hydroxyacyl- dehydrogenase
type-2 € andloga a Mitochondrial dimeric L-3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase, sendo também
identificada no coragdo de suinos, participando da catalise de isdmeros da coenzima A (NOYES
e BRADSHAW, 1973). A proteina human brain short chain L-3-hydroxyacyl coenzyme A
dehydrogenase participa do metabolismo de androgenos, convertendo androstenona para
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dihidrotestosterona. Esta proteina é expressa em testiculo e préstata, demonstrando assim que
o sitio de acdo esta vinculado a 6rgdos do sistema reprodutivo (HE et al., 2000).

A proteina dehydrogenase reductase sdr family member 4 isoform x1 é uma proteina
relacionada com processos oxidativos, encontrada em testiculo de coelhos (USAMI et al.,
2003). Em espermatozoide de hamster, esta proteina estéa localizada exclusivamente na porcao
mitocondrial do flagelo (NAGDAS et al., 2006).

A sterol-4-alpha-carboxylate 3- decarboxylating € uma enzima que catalisa a conversao
de beta hidroxiesteroides e cetoesteroides. Em humanos, esta proteina atua na biossintese de
colesterol e no transporte de goticulas lipidicas (CALDAS e HERMAN, 2003).

A lysosomal acid lipase cholesteryl ester hydrolase é uma proteina citosolica presente
no testiculo e epididimo de camundongos, provendo colesterol e &cidos graxos para as células.
Em camundongos knockout para este gene, a espermatogénese é afetada, com apresentacéo de
anomalias nos tubulos seminiferos. Os tubulos seminiferos apresentam-se mais afetados com o
decorrer do tempo além de apresentar um menor peso e tamanho, se comparados aos
camundongos controle. O espermatdcrito e as taxas de motilidade também sdo menores no
grupo knockout. Além disso, a utilizacdo de um gene transgénico nos camundongos knockout

resultou em melhores condi¢des se comparado aos do grupo knockout (HERMO et al., 2008).

A composicdo do protebma do espermatozoide obtido da cauda do epididimo analisada
por shotgun proteomics evidencia a complexidade desta célula, reflexo de um intrigado
processo de diferenciacdo durante a espermatogénese testicular e maturacdo epididimaria. A
figura 11 aponta algumas proteinas ja conhecidas por seus papeis na fisiologia espermatica e
apresenta novas proteinas até entdo nao descritas no espermatozoide suino. Diversas destas
proteinas poderdo ser alvo de estudos aprofundados para verificar a possivel utilizacdo destas
como marcadores celulares para qualidade seminal ou outros parametros reprodutivos de

interesse.
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Figura 11- Descri¢do de algumas proteinas envolvidas com diferentes processos fisiologicos
associadas a funcéo e viabilidade do espermatozoide. A categorizacao foi baseada na ontologia

génica e revisdo bibliografica das proteinas citadas.
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5.2 Regulacgédo androgénica da expressao de B-defensinas em testiculo e epididimo de

suinos.

Nesta dissertacdo demonstrou-se o primeiro estudo referente a regulacdo androgénica
de B-defensinas em epididimo de suinos. Através da gPCR notou-se que a imunizagdo de suinos
contra 0 GnRH modificou a expressao de 3-defensinas, tanto em testiculo quanto em epididimo.
Estudos anteriores do grupo de pesquisa descreveram as alteraces decorrentes da imunizagéo
contra 0 GNRH na expressao de proteinas chaperonas em testiculo e epididimo, utilizando o
mesmo modelo animal (SCHORR-LENZ et al., 2016). Os nossos resultados sugerem que a
elevacdo da expressdo génica de B-defensinas em animais imunizados contra 0 GhRH é um
processo fisiologico em resposta a privacdo androgénica. Através de alteracOes na expressao
génica espera-se que ocorra um aumento da produgdo das B-defensinas, alterando assim a
protedmica tecidual. Cabe ainda neste topico inicial reforcar a funcdo das B-defensinas, que

atuam na imunidade local e nos fendmenos de protecdo e maturacdo do espermatozoide, sendo
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0 aumento da expressdo génica um mecanismo decorrente das condi¢Bes desfavoraveis para a

producdo e maturagdo espermatica em suinos imunizados contra 0 GnRH.

A reproducdo nos machos depende dos andrégenos para a adequada manutencdo das
funcBes reprodutivas, tais como espermatogénese e maturacao epididimaria (DOHLE et al.,
2003). A privagcdo de andrégenos, temporaria ou permanentemente, afeta a fisiologia
reprodutiva, como a droga anti-androgena flutamida (MUKHERJEE et al., 1992). Ratos pré
puberes expostos a drogas anti androgénicas apresentam uma aceleracdo do transito
espermatico através do epididimo, formando assim espermatozoides com motilidade e
armazenamento comprometidos (PEROBELLI et al., 2012). A imunizagdo de suinos contra o
GnRH, conforme indica¢des do desenvolvedor do farmaco, promove a diminuicdo dos niveis
de testosterona, chegando a niveis basais, semelhantes aos encontrados em leitoas (DUNSHEA
et al., 2001). No suino imunocastrado sdo encontrados somente 5% de espermatozoides com
morfologia normal e cerca de 78% de espermatozoides imaturos com gota citoplasmatica
proximal (EINARSSON et al., 2011), demonstrando haver assim alteracdo na

espermatogénese, mas com manutencdo de células espermaticas.

Além disso, o diametro dos tubulos seminiferos, o peso e o tamanho testicular sdo
diminuidos ap6s a imunizacdo contra 0 GnRH. No periodo de 12 semanas apds a imunizacéo,
a concentracdo de testosterona € menor nos suinos imunizados contra 0 GnRH e ndo se
observam espermatozoides com motilidade progressiva, fato este que corrobora com a situagédo
fisioldgica afetada da espermatogénese (LI et al., 2015). Este modelo animal, imunizado contra
0 GnRH, pode ser utilizado na pesquisa basica para mimetizar o hipogonadismo em humanos,
devido a similaridade fisioldgica desta patologia com o modelo animal suino imunizado e a

semelhanca anatdmica e fisioldgica entre humanos e suinos (SWINDLE et al., 2012).

A maturacdo espermatica depende de uma series de processos metabdlicos que ocorrem
no decorrer do transito epididimario, transformando um espermatozoide ndo capacitado, com
pouca capacidade fertilizante, em um espermatozoide capacitado, com boa capacidade
fertilizante (DACHEUX e PAQUIGNON, 1980). Durante o transito epididimario, varias
proteinas sdo secretadas e absorvidos pelas célula epididimarias, criando assim um micro
ambiente muito especializado, com um particular transcriptoma, proteoma e secretoma. A
maioria das proteinas possui diferenca no seu secretoma ao decorrer das regides epididimarias,
variando conforme o local e sua funcgéo fisiologica (DACHEUX et al., 2005). Em homens, o

perfil de expresséo das defensinas foi estudado e a expresséo regionalizada foi confirmada,
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corroborando com os resultados dos nossos estudos, conforme Figuras 7 a 10. O corpo do
epididimo, apresenta-se na maior parte das vezes, como a por¢do epididimaria com maior
expressao das defensinas, fato este relacionado a maior taxa metabolica nesta por¢édo (THIMON
et al., 2007).

Em suinos, este é o primeiro relato de quantificagdo da expressdo da pBD3 em
epididimo. No grupo controle, a por¢do do corpo epididiméario apresentou maior expressdo do
que a cabeca e a cauda do epididimo, enquanto no grupo imunocastrado, a por¢do do corpo
apresentou maior expressdo do que a cabeca e cauda, bem como a por¢cdo da cabeca do
epididimo apresentou maior expressdao do que na cauda. As publicacbes de Sang e Choi
descrevem haver expressdo desta defensina, mas ndo quantificam a expressdo (SANG et al.,
2006; CHOI et al., 2012). A publicacdo de Qi quantifica a expressao, porém nao possui
comparacado entre as porcdes epididimarias (QIl et al., 2009). A maior expressao da pBD3 no
corpo do epididimo, tanto no grupo controle como no imunocastrado, esté relacionada com as
altas taxas metabolicas. Contudo, em humanos, a expresséo da defensina 103a, apresenta uma
expressao constante, em se tratando das porcles epididimarias (THIMON et al., 2007;
BELLEANNEE et al., 2012).

Nas porcOes da cabeca e da cauda do epididimo do grupo imunizado, a expressao da
pBD3 foi maior do que no grupo controle (figura 7B). Com a imunizagéo contra 0 GnRH e
consequentemente a privacdo androgénica, o aumento da expressdo da pBD3 pode ser
explicado pela necessidade de manutencdo das funcgdes reprodutivas. Baseado na funcéo
fisioldgica de defesa e maturacdo espermatica, nos suinos imunizados ocorre um aumento
compensatério na expressdo da pBD3, no intuito de fornecer melhores condi¢es, mesmo que
com a privagdo androgénica, de maturagdo e protecao espermatica no epididimo. Além disso,
com ainvolucdo em peso e tamanho do testiculo e epididimo apos a imunizagdo contra o GnRH,
ocorre um remodelamento da expressdo génica, fato este comprovado por Schorr-Lenz e
colaboradores, estudando proteinas chaperonas. Ap6s a imunizacao contra 0 GnRH, ocorre uma
variagdo nos niveis de expressdo das proteinas chaperonas PDIA3 e PDI, indicando haver uma
expressdo androgeno dependente. Cada chaperona reage de forma diferente a imunizagédo contra
0 GnRH, aumentando ou diminuindo sua expressao, bem como ha variacdo entre as porcoes
estudadas, indicando assim que fatores intrinsecos e luminais também interferem na expressao
(SCHORR-LENZ et al., 2016). A pBD3, bem como as demais B-defensinas, surgem como
importantes mediadoras da imunidade local epididimaria, alterando a expressao em detrimento

da privacédo androgénica.



76

O aumento da expressdo da pBD4 (figura 8B) e da pEP2C (figura 9B) no corpo do
epididimo corrobora com os dados obtidos da expressdo da pBD3, indicando que a imunizagao
contra 0 GnRH provoca aumento da expressao génica destas defensinas no corpo epididimario.
Além disso, a pBD4 apresentou maior expressao no testiculo do grupo imunizado (figura 8A),
demonstrando que a expressdo desta defensina é androgeno dependente neste tecido. Nossos
resultados ndo indicaram alteracdo na expressao entre as porc¢oes epididimarias, mas indicaram
que a imunizacdo contra 0 GnRH altera a expressao da pBD125 (figuralOB) na cauda do

epididimo, resultado semelhante ao encontrado para as outras defensinas deste estudo.

De modo anélogo a pBD3, os resultados ora apresentados sugerem que 0 aumento da
expressao esteja envolvido com o mecanismo de compensacdo em detrimento das condigoes
luminais testiculares. Além disso, a expressdo das p-defensinas em testiculo e epididimo
depende de fatores gendmicos e ndo genémicos, tais como o0s estrégenos e os fluidos
testiculares (JOSEPH et al., 2011). A utilizacdo de tecidos de suinos com 2 meses de privacdo
androgénica difere dos estudos em outros modelos, conforme disposto na tabela 1. A
remodelacdo da expressdo génica de B-defensinas encontrada em outros modelos animais indica
haver um decréscimo na expressdo das defensinas nos animais com privacdo androgénica,
porém como se observa na figura 1, estes experimentos utilizam animais com uma recente
privacdo androgénica (PUJIANTO et al., 2013; HU et al., 2014), diferindo do modelo animal
utilizado nesta pesquisa, 0 qual possui 2 meses de privagdo androgénica.

Em ratos a expressao genica da EP2 foi menor em animais castrados se comparado aos
animais controle. Estes dados divergem dos nossos resultados, indicando que a EP2 depende
de andrdgenos para a sua expressdo (IBRAHIM et al., 2001), bem como a independéncia de
androgenos e de fatores testicular para a expressdo da SPAG11B em epididimo de
camundongos. Estas diferencas podem ser explicadas pelo fato de que o modelo animal
utilizado em nossa pesquisa, suinos imunizados contra 0 GnRH, preserva a estrutura testicular,
permitindo assim que fatores luminais e testiculares possam alterar a expressdo génica, fato este

que ndo é possivel de ser avaliado ao se utilizar modelos animais castrados.



6. CONCLUSAO

A presente dissertacdo demonstra, em dois experimentos, fatores relacionados com a
maturacdo epididimaria. No experimento |, o perfil protebmico do espermatozoide retirado da
cauda do epididimo foi estudado, obtendo-se como resultado 1681 proteinas. No experimento
Il, a expressdo de B-defensinas foi estudada em testiculo e epididimo de suinos imunizados
contra 0 GnRH, obtendo-se como resultado que a expressao génica nos suinos imunizados é

maior, em algumas porg¢des epididimarias e testiculares, do que nos animais controle.

A ampla gama de proteinas identificadas no estudo protebmico demonstra a
complexidade estrutural dos espermatozoides ap06s a passagem pelo epididimo. O estudo das
vias metabdlicas e das interacBes entre as proteinas, através de ferramentas de bioinformatica,
permite a visualizacdo da complexidade dos processos de interacdao espermatica, envolvendo as
proteinas. A metodologia MudPIT, utilizada neste estudo, permite a identificacdo das proteinas
mais abundantes no espermatozoide e, através de analises de bioinformatica permite estabelecer
relacBes entre 0os componentes celulares, processos biologicos, fungdes moleculares e vias
metabdlicas. A presente pesquisa, por possuir um carater descritivo, fornece dados para
pesquisas aplicadas, com identificacdo de proteinas importantes para a reproducdo e maturacéo

epididimaria, que podem ser individualmente estudadas.

A expressdo das B-defensinas em testiculo e epididimo de suinos demonstra a presencga
destas proteinas no testiculo e epididimo de suinos. As B-defensinas, conhecidas pela sua
importancia antimicrobiana e imunitaria, também estdo relacionadas com aspectos
reprodutivos, como a maturagdo espermatica e a manutencdo das condi¢bes luminais
epididimérias adequadas. O entendimento da funcéo das B-defensinas, bem como a descrigéo
das B-defensinas nas diferentes porc¢des epididimarias, é essencial para uma adequada descrigédo

dos fendmenos de maturacdo espermatica epididimaria. A maior expressao das B-defensinas
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em suinos imunizados contra 0 GnRH sugere que estas proteinas sdo responsivas a andrdgenos.
Nos suinos imunizados ocorreu uma maior expressdo em algumas porg¢des epididimarias e
testiculares, demonstrando que a expressdo varia entre as porcOes, provavelmente em

detrimento da regionalizacéo especifica de cada p-defensina.

A utilizagdo dos dados obtidos nestes experimentos possibilita o desenvolvimento de
biotecnologias que possam auxiliar na reproducao. A identificacdo das proteinas identificadas
no espermatozoide retirado da cauda do epididimo pode auxiliar na identificacdo de
biomarcadores de maturacéo epididimaria, que possam ser aplicados em doses de sémen, para
prover um diagnostico rapido e preciso das condi¢des espermaticas. A adi¢ao de proteinas como
as B-defensinas em doses de sémen surge como alternativa futura para a diminuicdo da
utilizacdo de inibidores microbianos, aumento do tempo de validade e melhora dos indices

reprodutivos.
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Apéndice A - Proteinas relacionadas com a glicolise, metabolismo de frutose e manose e metabolismo da galactose. As proteinas sdo apresentadas

com informaces obtidas por anlise de bioinformatica.

NUmero de acesso

Spectral counts

Nome da proteina Comprimento (aa) TargetP SignalP TMHMM Rota metabdlica

XP_005652652.1

741

GO:

gamma-enolase enolase like protein eno4 434 - no outside Glycolysis

magnesium ion binding; phosphopyruvate hydratase activity; gluconeogenesis; extracellular space; myelin sheath; extracellular exosome;
protein binding; photoreceptor inner segment; perikaryon; canonical glycolysis; phosphopyruvate hydratase complex; plasma membrane

XP_005661147.1

476

GO:

I-lactate dehydrogenase a chain isoform x1 361 - no outside Glycolysis

nucleus; cellular response to extracellular stimulus; extracellular exosome; L-lactate dehydrogenase activity; glucose catabolic process to
lactate via pyruvate; mitochondrion; membrane; cytosol; sperm fibrous sheath; substantia nigra development

NP_001093402.1

348

GO:

phosphoglycerate kinase 1 517 - no outside Glycolysis

epithelial cell differentiation; ATP binding; gluconeogenesis; extracellular exosome; protein binding; phosphoglycerate kinase activity;
membrane raft; cytosol; canonical glycolysis

XP_003483583.1

289

GO:

phosphoglycerate mutase 1 254 - no outside Glycolysis

protein kinase binding; gluconeogenesis; myelin sheath; bisphosphoglycerate 2-phosphatase activity; bisphosphoglycerate mutase activity;
regulation of glycolytic process; respiratory burst; 2,3-bisphosphoglycerate-dependent phosphoglycerate mutase activity; canonical glycolysis;
regulation of pentose-phosphate shunt; nucleus; extracellular exosome; membrane; cytosol; sperm principal piece; dephosphorylation

NP_999227.1

235

GO:

dihydrolipoyl mitochondrial 509 m no outside Glycolysis

myelin sheath; mitochondrial electron transport, NADH to ubiquinone; lipoamide binding; mitochondrial acetyl-CoA biosynthetic process
from pyruvate; dihydrolipoyl dehydrogenase activity; 2-oxoglutarate metabolic process; nucleoplasm; dihydrolipoamide metabolic process;
sperm capacitation; pyruvate dehydrogenase complex; NAD binding; glyoxylate metabolic process; oxoglutarate dehydrogenase complex;
cilium; pyruvate dehydrogenase (NAD+) activity; regulation of acetyl-CoA biosynthetic process from pyruvate; branched-chain amino acid
catabolic process; tricarboxylic acid cycle; cell redox homeostasis; aging; acrosomal matrix; lysine catabolic process; gastrulation; lipoate
metabolic process; regulation of membrane potential; mitochondrial matrix; flavin adenine dinucleotide binding; proteolysis

NP_001193288.1

229

GO:

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 333 m no outside Glycolysis

microtubule cytoskeleton; glycolytic process; microtubule cytoskeleton organization; glucose metabolic process; glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (NAD+) (phosphorylating) activity; microtubule binding; GAIT complex; regulation of translation; nucleus; NADP binding;
peptidyl-cysteine S-trans-nitrosylation; NAD binding; cytosol; oxidation-reduction process; peptidyl-cysteine S-nitrosylase activity; protein
stabilization; neuron apoptotic process

NP_001001539.1

151

GO:

aldose reductase 316 - no outside Galactose, Fructose,

Mannose
extracellular exosome; cytoplasm; alditol:NADP+ 1-oxidoreductase activity; daunorubicin metabolic process; 17-alpha,20-alpha-
dihydroxypregn-4-en-3-one dehydrogenase activity; oxidation-reduction process; glyceraldehyde oxidoreductase activity; doxorubicin
metabolic process; nucleoplasm
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NP_999145.1 58 utp--glucose-1-phosphate uridylyltransferase isoform 508 - no outside Galactose
x1
GO: nucleus; identical protein binding; extracellular exosome; cytoplasm; metal ion binding; UDP-glucose metabolic process; UTglucose-1-
phosphate uridylyltransferase activity
NP_001233247.1 46 phosphoglucomutase-1 isoform x2 562 - no outside Galactose,
Glycolysis
GO: magnesium ion binding; phosphoglucomutase activity; glycogen biosynthetic process; extracellular exosome; calcium ion binding; actin
cytoskeleton; galactose catabolic process; cytosol; glucose metabolic process
XP_005660882.1 39 bifunctional atp-dependent dihydroxyacetone kinase 534 S no Inside Fructose, Mannose
fad-amp lyase TMhelix
GO: triokinase activity; glycerol metabolic process; nucleus; ATP binding; extracellular exosome; negative regulation of MDA-5 signaling pathway;
FAD-AMP lyase (cyclizing) activity; metal ion binding; glycerone kinase activity; carbohydrate phosphorylation
NP_001116694.1 36 alpha-n-acetylgalactosaminidase isoform x1 411 S yes outside Galactose
GO: alpha-galactosidase activity; glycoside catabolic process; extracellular exosome; protein homodimerization activity; carbohydrate catabolic
process; alpha-N-acetylgalactosaminidase activity; glycolipid catabolic process; lysosome
XP_001927148.2 34 acetyl-coenzyme a synthetase 2- mitochondrial 672 m no outside Glycolysis
GO: ATP binding; acetate-CoA ligase activity; AMP binding; mitochondrial matrix; integral component of membrane; propionate biosynthetic
process; acetate biosynthetic process; acetyl-CoA biosynthetic process from acetate
XP_005666246.1 31 pyruvate kinase pkm isoform x1 531 - no outside Glycolysis
GO: myelin sheath; glycolytic process; MHC class Il protein complex binding; plasma membrane; poly(A) RNA binding; magnesium ion binding;
nucleus; pyruvate kinase activity; ATP binding; extracellular exosome; potassium ion binding; mitochondrion; cilium; extracellular matrix;
kinase activity; programmed cell death
XP_005659618.1 31 retinal dehydrogenase 2 isoform x3 291 - no outside Glycolysis
GO: neural tube development; response to cytokine; midgut development; negative regulation of cell proliferation; positive regulation of cell
proliferation; anterior/posterior pattern specification; retinol metabolic process; retinal metabolic process; cardiac muscle tissue development;
face development; determination of bilateral symmetry; proximal/distal pattern formation; heart morphogenesis; retinoic acid receptor
signaling pathway; blood vessel development; embryonic digestive tract development; kidney development; hindbrain development; liver
development; cytosol; morphogenesis of embryonic epithelium; embryonic forelimb morphogenesis; lung development; pancreas
development; ureter maturation; neural crest cell development; neuron differentiation; embryonic camera-type eye development; 9-cis-retinoic
acid biosynthetic process; retinal binding; vitamin A metabolic process; pituitary gland development; aldehyde dehydrogenase (NAD) activity;
3-chloroallyl aldehyde dehydrogenase activity; perinuclear region of cytoplasm; cellular response to retinoic acid; positive regulation of gene
expression; retinal dehydrogenase activity; positive regulation of apoptotic process; response to estradiol; regulation of endothelial cell
proliferation; oxidation-reduction process; response to vitamin A
XP_001928410.1 30 beta-galactosidase-1-like protein isoform x1 652 S yes outside Galactose
GO: carbohydrate metabolic process; beta-galactosidase activity
XP_005657046.1 27 fructose-bisphosphate aldolase ¢ 364 - no outside Fructose, Mannose,

Glycolysis
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GO: epithelial cell differentiation; extracellular exosome; mitochondrion; glycolytic process; cytoskeletal protein binding; fructose-bisphosphate
aldolase activity; fructose 1,6-bisphosphate metabolic process
NP_001230113.1 27 hexokinase-1 916 - no outside Galactose, Fructose,
Mannose,
Glycolysis
GO: glycolytic process; glucokinase activity; positive regulation of mitophagy; carbohydrate phosphorylation; fructokinase activity; glucose
binding; ATP binding; glucose 6-phosphate metabolic process; cellular glucose homeostasis; mitochondrion; membrane raft; cytosol; sperm
principal piece; maintenance of protein location in mitochondrion; establishment of protein localization to mitochondrion; mannokinase activity
NP_001240850.1 24 mannose-6-phosphate isomerase isoform x1 423 - no outside Fructose, Mannose
GO: zinc ion binding; extracellular exosome; cytoplasm; GDP-mannose biosynthetic process; mannose-6-phosphate isomerase activity; mannose
to fructose-6-phosphate metabolic process
XP_005666286.1 23 phosphoenolpyruvate carboxykinase 640 m no outside Glycolysis
GO: GTP binding; gluconeogenesis; extracellular exosome; phosphoenolpyruvate carboxykinase (GTP) activity; mitochondrion; phosphorylation;
kinase activity
NP_001032228.1 21 triosephosphate isomerase 248 - no outside Fructose, Mannose,
Glycolysis
GO: nucleus; gluconeogenesis; extracellular space; extracellular exosome; ubiquitin protein ligase binding; pentose-phosphate shunt; multicellular
organism development; glycolytic process; glyceraldehyde-3-phosphate biosynthetic process; triose-phosphate isomerase activity; cytosol;
glycerol catabolic process
XP_005657378.1 16 aldehyde mitochondrial 474 m no outside Glycolysis
GO: aldehyde dehydrogenase (NAD) activity; carbohydrate metabolic process; extracellular exosome; mitochondrial matrix; aldehyde
dehydrogenase [NAD(P)+] activity; electron carrier activity; xenobiotic metabolic process; ethanol catabolic process; ethanol oxidation;
synaptic transmission; neurotransmitter biosynthetic process
XP_003484129.1 12 pyruvate dehydrogenase el component subunit 359 m no outside Glycolysis
somatic mitochondrial isoform x2
GO: nucleus; myelin sheath; pyruvate dehydrogenase complex; mitochondrial matrix; glyoxylate metabolic process; pyruvate dehydrogenase
(acetyl-transferring) activity; tricarboxylic acid cycle; pyruvate dehydrogenase (NAD+) activity; glucose metabolic process; mitochondrial
acetyl-CoA biosynthetic process from pyruvate; regulation of acetyl-CoA biosynthetic process from pyruvate
XP_005657233.1 12 atp-dependent 6- liver type 759 - no outside Galactose, Fructose,
Mannose,
Glycolysis
GO: identical protein binding; fructose 6-phosphate metabolic process; glycolytic process through fructose-6-phosphate; negative regulation of
insulin secretion; 6-phosphofructokinase activity; ATP binding; 6-phosphofructokinase complex; fructose binding; response to glucose;
extracellular exosome; fructose-6-phosphate binding; metal ion binding; membrane; dephosphorylation; fructose 1,6-bisphosphate metabolic
process; kinase binding; protein oligomerization
NP_001090964.1 10 ribose-5-phosphate isomerase 306 m no outside Fructose, Mannose



GO:

103

carbohydrate metabolic process; pentose-phosphate shunt, non-oxidative branch; protein binding; intracellular membrane-bounded organelle;
cytosol; monosaccharide binding; ribose-5-phosphate isomerase activity

NP_001231762.1

GO:

alcohol dehydrogenase class-3 385 - no outside Glycolysis

peptidyl-cysteine S-nitrosylation; zinc ion binding; protein homodimerization activity; ethanol oxidation; alcohol dehydrogenase (NAD)
activity; positive regulation of blood pressure; respiratory system process; response to redox state; extracellular exosome; fatty acid binding;
retinoid metabolic process; formaldehyde catabolic process; mitochondrion; S-(hydroxymethyl)glutathione dehydrogenase activity; response
to nitrosative stress; response to lipopolysaccharide; formaldehyde dehydrogenase activity

NP_999150.1

GO:

dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase 647 m no outside Glycolysis
component of pyruvate dehydrogenase mitochondrial

myelin sheath; pyruvate dehydrogenase complex; mitochondrial matrix; pyruvate metabolic process; dihydrolipoyllysine-residue
acetyltransferase activity

XP_003128195.3

GO:

gdp-mannose dehydratase 350 S yes outside Fructose, Mannose

extracellular exosome; protein binding; Notch signaling pathway; 'de novo' GDP-L-fucose biosynthetic process; NADP+ binding; cytosol;
GDP-mannose metabolic process; protein N-linked glycosylation via asparagine; post-translational protein modification; dolichol-linked
oligosaccharide biosynthetic process; GDP-mannose 4,6-dehydratase activity

XP_003131402.1

GO:

glucose-6-phosphatase 3 346 S no TMhelix Galactose,

Inside Glycolysis
gluconeogenesis; glucose 6-phosphate metabolic process; glucose-6-phosphate transport; integral component of endoplasmic reticulum
membrane; dephosphorylation; glucose-6-phosphatase activity

XP_003125388.1

GO:

retinol dehydrogenase 14 336 S no TMhelix Glycolysis

Inside
endoplasmic reticulum membrane; nucleus; mitochondrion; integral component of membrane; osteoblast differentiation; retinol metabolic
process; oxidation-reduction process; lysosomal membrane; alcohol dehydrogenase (NADP+) activity

XP_003124791.3

GO:

low quality protein: n-acetylglucosamine-6-phosphate 461 - no outside Galactose
deacetylase

nucleus; carbohydrate metabolic process; protein binding; metal ion binding; N-acetylneuraminate catabolic process; N-acetylglucosamine
catabolic process; N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase activity

XP_005668651.1

GO:

lysosomal alpha-glucosidase 945 S no TMhelix Galactose

Inside
lysosome organization; muscle cell cellular homeostasis; maltose alpha-glucosidase activity; diaphragm contraction; cardiac muscle
contraction; lysosomal membrane; tissue development; maltose metabolic process; regulation of the force of heart contraction; vacuolar
sequestering; neuromuscular process controlling posture; heart morphogenesis; extracellular exosome; alpha-1,4-glucosidase activity;
glycogen metabolic process; locomotory behavior; carbohydrate binding; neuromuscular process controlling balance
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Apéndice B - Proteinas relacionados com oxidacdo fosforilativa. As proteinas sdo apresentadas com informacGes obtidas por andlise de

bioinformética.

NuUmero de acesso Spectral counts Nome da proteina Comprimento (aa) TargetP SignalP TMHMM
XP_005663542.1 20 protein prune homolog isoform x1 464 - no outside
GO: nucleus; inorganic diphosphatase activity; protein binding; focal adhesion; cytoplasm; metal ion binding; exopolyphosphatase activity;

polyphosphate catabolic process

NP_001098423.1 7 succinate dehydrogenase 453 m no outside
GO: succinate dehydrogenase (ubiquinone) activity; electron carrier activity; respiratory electron transport chain; tricarboxylic acid cycle;
ubiquinone binding; succinate metabolic process; plasma membrane; nucleoplasm; extracellular exosome; protein binding; mitochondrial
respiratory chain complex |1, succinate dehydrogenase complex (ubiquinone); metal ion binding; 3 iron, 4 sulfur cluster binding; 4 iron,
4 sulfur cluster binding; 2 iron, 2 sulfur cluster binding
XP_003481271.2 7 v-type proton atpase subunit e 2 289 S yes transmembrane
GO: ATP hydrolysis coupled proton transport; acrosomal vesicle; hydrogen-exporting ATPase activity, phosphorylative mechanism; proton-
transporting ATPase activity, rotational mechanism; proton-transporting two-sector ATPase complex, catalytic domain
YP_002600783.1 6 cytochrome c oxidase subunit iii 306 S no transmembrane
GO: cytochrome-c oxidase activity; respiratory chain complex 1V; integral component of membrane; hydrogen ion transmembrane transport;
mitochondrial inner membrane; respiratory chain complex 1V assembly; aerobic electron transport chain
XP_003122487.1 2 nadh dehydrogenase 261 m no outside
GO: FMN binding; NAD binding; NADH dehydrogenase (ubiquinone) activity; 4 iron, 4 sulfur cluster binding; aerobic respiration;

mitochondrial inner membrane
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Apéndice C - Proteinas relacionadas com metabolismo de aminoacidos. As proteinas sdo apresentadas com informacdes obtidas por anélise de

bioinformética.

Numero de acesso Spectral counts Nome da proteina Comprimento (aa) TargetP  SignalP TMHMM Rota metabdlica
XP_005661147.1 489 I-lactate dehydrogenase a chain 361 - no outside cysteine and methionine metabolism
isoform x1
GO: nucleus; cellular response to extracellular stimulus; extracellular exosome; L-lactate dehydrogenase activity; glucose catabolic process to
lactate via pyruvate; mitochondrion; membrane; cytosol; sperm fibrous sheath; substantia nigra development
NP_999227.1 235 dihydrolipoyl mitochondrial 509 m no outside valine, leucine and isoleucine
degradation
GO: myelin sheath; mitochondrial electron transport, NADH to ubiquinone; lipoamide binding; mitochondrial acetyl-CoA biosynthetic process
from pyruvate; dihydrolipoyl dehydrogenase activity; 2-oxoglutarate metabolic process; nucleoplasm; dihydrolipoamide metabolic process;
sperm capacitation; pyruvate dehydrogenase complex; NAD binding; glyoxylate metabolic process; oxoglutarate dehydrogenase complex;
cilium; pyruvate dehydrogenase (NAD+) activity; regulation of acetyl-CoA biosynthetic process from pyruvate; branched-chain amino acid
catabolic process; tricarboxylic acid cycle; cell redox homeostasis; aging; acrosomal matrix; lysine catabolic process; gastrulation; lipoate
metabolic process; regulation of membrane potential; mitochondrial matrix; flavin adenine dinucleotide binding; proteolysis
NP_001231082.1 185 malate cytoplasmic 338 m no outside cysteine and methionine metabolism
GO: carbohydrate metabolic process; extracellular space; centrosome; L-malate dehydrogenase activity; myelin sheath; extracellular exosome;
malate metabolic process; mitochondrion; cytosol; tricarboxylic acid cycle; mitophagy in response to mitochondrial depolarization; positive
regulation of defense response to virus by host
XP_003481945.2 127 I-amino-acid oxidase isoform x2 577 S yes transmembra  alanine, aspartate and glutamate
ne metabolism
GO: L-amino-acid oxidase activity; oxidation-reduction process
NP_001177104.1 124 methylglutaconyl- mitochondrial 290 m no outside valine, leucine and isoleucine
isoform x1 degradation
GO: methylglutaconyl-CoA hydratase activity; metabolic process; enoyl-CoA hydratase activity; mRNA 3'-UTR binding
XP_005661566.1 87 betaine--homocysteine s- 397 - no outside cysteine and methionine metabolism
methyltransferase 1
GO: zinc ion binding; extracellular exosome; cytoplasm; L-methionine salvage; betaine-homocysteine S-methyltransferase activity; amino-acid
betaine catabolic process; S-adenosylmethionine-homocysteine S-methyltransferase activity; methylation
NP_999496.1 87 hydroxyacyl-coenzyme a 314 m no outside valine, leucine and isoleucine
mitochondrial degradation
GO: fatty acid beta-oxidation; response to insulin; mitochondrial matrix; 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase activity; response to drug; response
to activity; negative regulation of insulin secretion; mitochondrial inner membrane; NAD+ binding; nucleoplasm
NP_999092.1 77 aspartate mitochondrial 413 - no outside alanine, aspartate and glutamate

metabolism
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GO: pyridoxal phosphate binding; identical protein binding; myelin sheath; L-phenylalanine:2-oxoglutarate aminotransferase activity; L-
aspartate:2-oxoglutarate aminotransferase activity; L-kynurenine metabolic process; mitochondrial inner membrane; plasma membrane;
aspartate biosynthetic process; cell surface; poly(A) RNA binding; aspartate catabolic process; response to ethanol; oxaloacetate metabolic
process; extracellular exosome; fatty acid transport; mitochondrial matrix; glutamate catabolic process to 2-oxoglutarate; glutamate
catabolic process to aspartate; kynurenine-oxoglutarate transaminase activity

NP_999092.1 77 aspartate cytoplasmic 413 - no outside cysteine and methionine metabolism

GO: pyridoxal phosphate binding; identical protein binding; L-phenylalanine:2-oxoglutarate aminotransferase activity; fatty acid homeostasis;
L-aspartate:2-oxoglutarate aminotransferase activity; glycerol biosynthetic process; aspartate biosynthetic process; L-cysteine:2-
oxoglutarate aminotransferase activity; aspartate catabolic process; cellular response to insulin stimulus; nucleus; oxaloacetate metabolic
process; extracellular exosome; Notch signaling pathway; glutamate catabolic process to 2-oxoglutarate; mitochondrion; glutamate
catabolic process to aspartate; response to glucocorticoid; phosphatidylserine decarboxylase activity; cytosol

NP_999074.1 52 glutamine synthetase isoform x1 373 - no outside alanine, aspartate and glutamate
metabolism

GO: cell proliferation; identical protein binding; myelin sheath; glutamate decarboxylase activity; glutamine biosynthetic process; cellular
response to starvation; glutamate-ammonia ligase activity; glial cell projection; nucleus; ATP binding; response to glucose; extracellular
exosome; mitochondrion; cell body

XP_003125488.2 51 alanine aminotransferase 1 555 S no outside alanine, aspartate and glutamate
metabolism

GO: pyridoxal phosphate binding; extracellular exosome; cytoplasm; L-alanine:2-oxoglutarate aminotransferase activity; biosynthetic process;
L-alanine catabolic process

XP_001928380.1 37 acetyl- cytosolic 397 - no outside valine, leucine and isoleucine
degradation

GO: acetyl-CoA C-acetyltransferase activity; extracellular exosome; cytoplasm; metabolic process; nucleolus; nucleoplasm

XP_003135174.1 36 3-hydroxyacyl-  dehydrogenase 261 - no outside valine, leucine and isoleucine
type-2 degradation

GO: 3-hydroxy-2-methylbutyryl-CoA dehydrogenase activity; 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase activity; tRNA processing; testosterone
dehydrogenase [NAD(P)] activity; endoplasmic reticulum; oxidation-reduction process; mitochondrial inner membrane; mitochondrial
nucleoid; poly(A) RNA binding

NP_001161110.1 28 trifunctional  enzyme  subunit 397 m no outside valine, leucine and isoleucine
mitochondrial degradation

GO: extracellular exosome; acetyl-CoA C-acyltransferase activity; long-chain-3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase activity; endoplasmic
reticulum; oxidation-reduction process; mitochondrial outer membrane; mitochondrial nucleoid; poly(A) RNA binding

NP_001011727.1 20 adenosylhomocysteinase 432 - no outside cysteine and methionine metabolism

GO: extracellular exosome; S-adenosylmethionine cycle; melanosome; cytosol; adenosylhomocysteinase activity; one-carbon metabolic process

NP_001038076.1 19 retinal dehydrogenase 2 isoform 521 m no outside valine, leucine and isoleucine

x3 degradation
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GO: neural tube development; response to cytokine; midgut development; negative regulation of cell proliferation; positive regulation of cell
proliferation; anterior/posterior pattern specification; retinol metabolic process; retinal metabolic process; cardiac muscle tissue
development; face development; determination of bilateral symmetry; proximal/distal pattern formation; heart morphogenesis; retinoic acid
receptor signaling pathway; blood vessel development; embryonic digestive tract development; kidney development; hindbrain
development; liver development; cytosol; morphogenesis of embryonic epithelium; embryonic forelimb morphogenesis; lung development;
pancreas development; ureter maturation; neural crest cell development; neuron differentiation; embryonic camera-type eye development;
9-cis-retinoic acid biosynthetic process; retinal binding; vitamin A metabolic process; pituitary gland development; aldehyde
dehydrogenase (NAD) activity; 3-chloroallyl aldehyde dehydrogenase activity; perinuclear region of cytoplasm; cellular response to
retinoic acid; positive regulation of gene expression; retinal dehydrogenase activity; positive regulation of apoptotic process; response to
estradiol; regulation of endothelial cell proliferation; oxidation-reduction process; response to vitamin A

NP_999103.1 19 succinyl- :3-ketoacid coenzyme a 520 m yes outside valine, leucine and isoleucine
transferase mitochondrial degradation

GO: 3-oxoacid CoA-transferase activity; protein homodimerization activity; ketone catabolic process; mitochondrion; ketone body catabolic
process

XP_005656458.1 14 methylmalonate-semialdehyde 457 - no Inside valine, leucine and isoleucine
dehydrogenase TMhelix degradation

GO: aldehyde dehydrogenase (NAD) activity; brown fat cell differentiation; extracellular exosome; methylmalonate-semialdehyde
dehydrogenase (acylating) activity; integral component of membrane; valine catabolic process; oxidation-reduction process; thymine
catabolic process; malonate-semialdehyde dehydrogenase (acetylating) activity; nucleoplasm; poly(A) RNA binding

XP_001928714.1 14 arginase- mitochondrial 354 m no outside arginine biosynthesis

GO: arginine metabolic process; metal ion binding; ureteric bud development; urea cycle; mitochondrion; arginase activity; striated muscle

contraction
XP_005670765.1 11 short-chain specific acyl- 376 m no outside valine, leucine and isoleucine
mitochondrial degradation

GO: acyl-CoA dehydrogenase activity; nucleus; fatty acid beta-oxidation using acyl-CoA dehydrogenase; mitochondrial matrix; fatty-acyl-CoA
binding; flavin adenine dinucleotide binding; butyryl-CoA dehydrogenase activity; electron carrier activity; lipid homeostasis; butyrate
catabolic process

XP_003482212.1 8 glutamate--cysteine ligase 641 - no outside cysteine and methionine metabolism
catalytic subunit

GO: glutathione derivative biosynthetic process; negative regulation of neuron apoptotic process; magnesium ion binding; ATP binding;

response to oxidative stress; glutamate metabolic process; response to heat; apoptotic mitochondrial changes; negative regulation of
transcription, DNA-templated; protein heterodimerization activity; response to arsenic-containing substance; cytosol; response to
nitrosative stress; glutamate binding; negative regulation of protein ubiquitination; regulation of mitochondrial depolarization; glutamate-
cysteine ligase complex; glutathione biosynthetic process; cell redox homeostasis; ADP binding; cysteine metabolic process; response to
hormone; glutamate-cysteine ligase activity; coenzyme binding; regulation of blood vessel size; xenobiotic metabolic process; negative
regulation of extrinsic apoptotic signaling pathway; L-ascorbic acid metabolic process; positive regulation of proteasomal ubiquitin-
dependent protein catabolic process
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XP_005660857.1 isoaspartyl peptidase I- 308 - no outside alanine, aspartate and glutamate
asparaginase metabolism
GO: nucleus; cytoplasm; proteolysis; asparagine catabolic process via L-aspartate; asparaginase activity; beta-aspartyl-peptidase activity
NP_001038050.1 cystathionine gamma-lyase 405 - no outside cysteine and methionine metabolism
GO: pyridoxal phosphate binding; hydrogen sulfide biosynthetic process; positive regulation of I-kappaB kinase/NF-kappaB signaling; L-
cysteine desulfhydrase activity; protein sulfhydration; cystathionine gamma-lyase activity; positive regulation of NF-kappaB transcription
factor activity; nucleoplasm; calmodulin binding; extracellular exosome; protein homotetramerization; cytoplasm; protein-pyridoxal-5-
phosphate linkage via peptidyl-N6-pyridoxal phosphate-L-lysine; L-cystine L-cysteine-lyase (deaminating); cysteine biosynthetic process
via cystathionine; negative regulation of apoptotic signaling pathway
XP_005672216.1 carbamoyl-phosphate synthase 1445 - no outside alanine, aspartate and glutamate
metabolism
GO: carbamoyl phosphate biosynthetic process; aspartate carbamoyltransferase activity; positive regulation of vasodilation; dihydroorotase
activity; carbamoyl-phosphate synthase (ammonia) activity; glutamine metabolic process; carbamoyl-phosphate synthase (glutamine-
hydrolyzing) activity; glycogen catabolic process; nitric oxide metabolic process; mitochondrial nucleoid; modified amino acid binding;
ATP binding; 'de novo' pyrimidine nucleobase biosynthetic process; arginine biosynthetic process; metal ion binding; urea cycle; response
to lipopolysaccharide; triglyceride catabolic process; homocysteine metabolic process
NP_999570.1 methylmalonyl- mitochondrial 750 m no outside valine, leucine and isoleucine
degradation
modified amino acid binding; mitochondrial matrix; metal ion binding; cobalamin binding; post-embryonic development; methylmalonyl-
CoA mutase activity; homocysteine metabolic process
XP_005657252.1 methylglutaconyl- mitochondrial 366 m no outside valine, leucine and isoleucine
isoform x1 degradation
GO: methylglutaconyl-CoA hydratase activity; metabolic process; enoyl-CoA hydratase activity; mMRNA 3'-UTR binding
NP_001161122.1 s-adenosylmethionine  synthase 395 - no outside cysteine and methionine metabolism
isoform type-2
GO: response to cCAMP; S-adenosylmethionine biosynthetic process; circadian rhythm; response to hormone; methionine adenosyltransferase
activity; one-carbon metabolic process; ATP binding; protein binding; methionine adenosyltransferase complex; metal ion binding;
response to drug; xenobiotic metabolic process; cytosol; amino acid binding; methylation
XP_005656108.1 hydroxymethylglutaryl- 333 m no outside valine, leucine and isoleucine
mitochondrial isoform x1 degradation
GO: magnesium ion binding; peroxisome; protein homodimerization activity; mitochondrial matrix; protein tetramerization;
hydroxymethylglutaryl-CoA lyase activity; manganese ion binding; ketone body biosynthetic process; receptor binding; mitochondrial
inner membrane; mitochondrion organization
NP_999061.1 aminoacylase-1 isoform x1 407 - no outside arginine biosynthesis
GO: cytoplasm; metal ion binding; proteolysis; cellular amino acid metabolic process; aminoacylase activity; metallopeptidase activity

XP_005672094.1

glutaminase kidney mitochondrial 381 - no outside alanine, aspartate and glutamate
isoform x3 metabolism
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glutaminase activity; protein binding; glutamate biosynthetic process; protein homotetramerization; mitochondrial matrix; suckling
behavior; synaptic transmission; regulation of respiratory gaseous exchange by neurological system process; glutamine catabolic process

XP_005672470.1

GO:

alanine--glyoxylate 480 m no outside alanine, aspartate and glutamate
aminotransferase  mitochondrial metabolism
isoform x1

pyridoxal phosphate binding; identical protein binding; L-alanine catabolic process, by transamination; positive regulation of nitric oxide
biosynthetic process; glycine biosynthetic process, by transamination of glyoxylate; mitochondrion; (R)-3-amino-2-methylpropionate-
pyruvate transaminase activity; alanine-glyoxylate transaminase activity; glyoxylate catabolic process

XP_003124491.1

GO:

argininosuccinate lyase 464 - no outside alanine, aspartate and glutamate
metabolism

locomotory behavior; urea cycle; protein tetramerization; post-embryonic development; arginine biosynthetic process via ornithine; cytosol;

argininosuccinate lyase activity; ammonia assimilation cycle

XP_005654887.1

GO:

dna (cytosine-5)- 1624 - no outside cysteine and methionine metabolism
methyltransferase 1

gene silencing; chromatin modification; zinc ion binding; C-5 methylation of cytosine; transcription, DNA-templated; chromatin binding;
transcription factor binding; methyl-CpG binding; pericentric heterochromatin; regulation of cell proliferation; replication fork; negative
regulation of transcription from RNA polymerase Il promoter; nucleus; DNA (cytosine-5-)-methyltransferase activity; cellular response to
amino acid stimulus; RNA binding; negative regulation of histone H3-K9 methylation; positive regulation of gene expression; positive
regulation of histone H3-K4 methylation; maintenance of DNA methylation

NP_001231430.1

GO:

glutamate dehydrogenase 558 m no outside alanine, aspartate and glutamate
mitochondrial metabolism

leucine binding; response to aluminum ion; glutamine metabolic process; glutamate dehydrogenase [NAD(P)+] activity; glutamate
dehydrogenase (NAD+) activity; ADP binding; mitochondrial inner membrane; substantia nigra development; GTP binding; glutamate
catabolic process; ATP binding; tricarboxylic acid metabolic process; glutamate biosynthetic process; mitochondrial matrix; oxidation-
reduction process; positive regulation of insulin secretion; NAD+ binding; enzyme binding

NP_001231554.1

GO:

glutathione synthetase 474 - no outside cysteine and methionine metabolism

magnesium ion binding; ATP binding; extracellular exosome; protein homodimerization activity; glutathione binding; glutathione
biosynthetic process; response to cadmium ion; glutathione synthase activity
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Apéndice D - Proteinas relacionadas com metabolismo de esteroides. As proteinas sdo apresentadas com informacdes obtidas por analise de

bioinformética.

NUmero de acesso

Spectral counts

Nome da proteina Comprimento (aa) TargetP SignalP TMHMM  Rota metabdlica

NP_001001539.1

151

GO:

aldose reductase 316 - no outside steroid hormone

biosynthesis
extracellular exosome; cytoplasm; alditol:NADP+ 1-oxidoreductase activity; daunorubicin metabolic process; 17-alpha,20-alpha-
dihydroxypregn-4-en-3-one dehydrogenase activity; oxidation-reduction process; glyceraldehyde oxidoreductase activity; doxorubicin
metabolic process; nucleoplasm

XP_003135174.1 36 3-hydroxyacyl- dehydrogenase type-2 261 - no outside steroid degradation,
steroid hormone
biosynthesis

GO: 3-hydroxy-2-methylbutyryl-CoA dehydrogenase activity; 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase activity; tRNA processing; testosterone
dehydrogenase [NAD(P)] activity; endoplasmic reticulum; oxidation-reduction process; mitochondrial inner membrane; mitochondrial
nucleoid; poly(A) RNA binding

XP_005666285.1 17 dehydrogenase reductase sdr family member 4 278 m no outside steroid biosynthesis

isoform x1
GO: carbonyl reductase (NADPH) activity; peroxisome; 3-keto sterol reductase activity; mitochondrion; retinal dehydrogenase activity; retinal
metabolic process; oxidation-reduction process

XP_005674022.1 5 sterol-4-alpha-carboxylate 3- decarboxylating 370 - no outside steroid biosynthesis,
steroid degradation,
steroid hormone
biosynthesis

GO: endoplasmic reticulum membrane; lipid particle; 3-beta-hydroxy-delta5-steroid dehydrogenase activity; hair follicle development;
labyrinthine layer blood vessel development; sterol-4-alpha-carboxylate 3-dehydrogenase (decarboxylating) activity; integral component
of membrane; cholesterol biosynthetic process; smoothened sighaling pathway; oxidation-reduction process

NP_001116606.1 1 lysosomal acid lipase cholesteryl ester hydrolase 399 S yes outside steroid biosynthesis

GO:

cell proliferation; cell morphogenesis; sterol esterase activity; fatty acid metabolic process; lysosome; tissue remodeling; inflammatory
response; extracellular exosome; homeostasis of number of cells within a tissue; lipid catabolic process; cytokine production; sterol
metabolic process; lung development




