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RESUMO

Dentre os fatores que determinam a fisiologia e a capacidade de fertilizacdo dos
espermatozoides de mamiferos, encontram-se as proteinas, mantidas suspensas no plasma
seminal. Diversos estudos vém sendo realizados para descrever e avaliar as proteinas do plasma
seminal de diversas espécies, com diferentes condicdes de fertilidade. Este estudo objetivou
analisar o proteoma do plasma seminal de touros holandeses (Bos taurus). Objetivou-se também
a analise comparativa entre proteomas de plasma seminal de touros de alta e baixa fertilidades.
Através de abordagem Shotgun, livre de marcacGes, utilizando cromatografia liquida de alta
performance acoplada a espectrometria de massa (HPLC-MS) o plasma seminal de dez touros
(divididos igualmente entre grupos de alta e baixa fertilidades) advindos de central de
inseminacdo artificial foi descrito. Foram identificadas 1.159 proteinas no plasma seminal de
touros, das quais 79 apresentaram abundancias diferentes entre os grupos. Dentre as proteinas,
oito indicaram contribuicao significativa para a definicdo do fendtipo de fertilidade (P <0,05).
As proteinas superexpressas em touros de alta fertilidade foram o peptideo natriurético do tipo
C, oinibidor de metaloproteinase 2, a proteina ligadora de espermatozoide - 30kDa e a sulfidrila
oxidase. Enquanto isso, a clusterina, o inibidor da via do fator tecidual 2, a proteina de ligacédo
a galectina-3 e a 5'-nucleotidase foram as proteinas superexpressas em touros de baixa
fertilidade. Em seguida, um indice de classificacdo de fertilidade baseado em abundancia de
proteinas do plasma seminal foi calculado (rho de Spearman = 0,91). Os resultados encontrados
representam uma grande contribuicdo para a construcdo do banco de dados das proteinas
seminais bovinas. Futuramente, através de estudos baseados nos dados do presente trabalho e
também em literatura, biomarcadores poderdo ser utilizados para melhorar as biotécnicas

reprodutivas para touros e demais mamiferos, incluindo seres humanos.

Palavras-chave: Fertilidade. Espectrometria de massa. Bos taurus. Plasma seminal. Shotgun.



ABSTRACT

Among the factors determining mammalian spermatozoa physiology and fertilization capacity,
there are proteins, which are found suspended in seminal plasma. Several studies have been
carried out to describe and evaluate the proteome of seminal plasma of several species with
different fertility conditions. This study aimed to analyze the seminal plasma proteome of
Holstein bulls (Bos taurus). A comparative analysis between seminal plasma proteomes of bulls
with high and low fertility was also carried out. Using a high-performance liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (HPLC-MS), the seminal plasma of ten bulls
(divided equally between high and low fertility groups) from artificial insemination was
described. In the total, 1.159 proteins were identified, of which 79 showed different abundance
between the groups. Among the proteins, eight indicated a significant contribution to the
definition of the fertility phenotype (P <0.05). Overexpressed proteins in high fertility bulls
were the type C natriuretic peptide, metalloproteinase 2 inhibitor, sperm binding protein -
30kDa and sulthydryl oxidase. Meanwhile, clusterin, tissue factor pathway 2 inhibitor, galectin-
3 binding protein and 5'-nucleotidase were overexpressed in low fertility bulls. Then, a fertility
classification index based on proteins abundance was calculated (Spearman's rho = 0.91). The
results represent a major contribution to the construction for building a library of the bovine
seminal proteins. In the future, through researches based in the data from present study and
literature, biomarkers will be able to be used to improve reproductive biotechniques for bulls

and other mammals, including humans.

Keywords: Fertility. Mass spectrometry. Bos taurus. Seminal plasma. Shotgun.
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1 INTRODUCAO

Um dos fatores mais importantes que influenciam a rentabilidade da pecuéaria
leiteira € a eficiéncia reprodutiva dos animais, um rebanho com baixo desempenho reprodutivo
tera menor producéo de leite, menos bezerros e aumento na despesa com vacas secas (GOMES,
2001). O uso de machos de baixa fertilidade ou de qualidade genética inferior pode levar a
prejuizos econdmicos, uma vez que causa aumento no intervalo entre partos, alem de progénie
de baixa qualidade zootécnica (FILHO, 2006). O sémen bovino é um modelo adequado para o
estudo dos parametros reprodutivos masculinos, devido a acuracia dos dados de registros de
progénies (PEDDINTI et al., 2008). Devido ao desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas,
como a inseminacado artificial, os touros tém seus gametas facilmente dispersos pelo mundo
(KAYA; MEMILI, 2016), gerando grande interesse em pesquisas.

O sémen é composto por espermatozoides e fluidos secretados de glandulas
acessorias, o plasma seminal. Este, que é uma mistura de secrecBes das glandulas sexuais
acessorias e epididimo, contém compostos organicos e inorgénicos, como proteinas, lipidios,
ions e metabdlitos (JUYENA; STELLETTA, 2012). A fertilidade do touro é definida como a
capacidade dos espermatozoides ndo apenas de fertilizar o 6vulo, mas também de manter o
desenvolvimento embrionario (PARISI et al., 2014). Vérios fatores determinam a capacidade
de fertilizagdo da célula espermética de mamiferos, incluindo aqueles que séo intrinsecos a
essas células, tais como a integridade do DNA (SALEHI et al., 2013), transcritos de RNA
(FEUGANG et al., 2010), proteinas espermaticas (PEDDINTI et al. Al., 2008) e metabdlitos
(VELHO et al., 2018), que incluem os lipideos. A fisiologia das células espermaticas e,
eventualmente, sua capacidade de fertilizacdo, € modulada por componentes inorganicos e
orgénicos do meio onde s&o mantidas, o plasma seminal.

As biotecnologias aplicadas a reproducdo animal, tais como inseminacdo artificial,
fertilizacdo in vitro, transferéncia de embrido e clonagem, vém ganhando grande atencao,
focadas na perspectiva de dispor de biomarcadores que indiquem, com elevada acuracia, 0
potencial reprodutivo animal (MOURA; MEMILI, 2016). Tais estudos contribuirdo
expressivamente na selecéo de reprodutores superiores e, consequentemente, no melhoramento
genético do rebanho. Sendo assim, este estudo objetiva analisar o proteoma do plasma seminal
de touros holandeses (Bos taurus) através de abordagem Shotgun, livre de marcacdes.
Objetivou-se também a anélise comparativa entre proteomas de plasma seminal de touros de

alta e baixa fertilidades.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sémen

O sémen € uma solucdo complexa composta por espermatozoides suspensos em
plasma seminal (KARESKOSKI; KATILA, 2008). Os espermatozoides representam menos de
1% do volume total de sémen (WITE, 1988). O plasma seminal é composto por fluidos
secretados do epididimo e glandulas acessorias sexuais (glandulas vesiculares, prostata e
glandulas bulbouretrais), que produzem o maior volume de plasma seminal (Figura 1). Os
espermatozoides sdo produzidos nos testiculos e maturados nas porc¢des proximais do epididimo
e estocados na cauda do epididimo. No momento da ejaculacdo, através dos ductos deferentes,
0s espermatozoides entram em contato com as secre¢des das glandulas sexuais acessorias
(HOST; HANS, 2011). O volume de sémen ejaculado por touros e coletados através de vagina
artificial varia de 5-8ml (CBRA, 2013) e concentracio espermatica 350 x 108 espermatozoides

por ml.

Figura 1. Representacdo esquematica dos 6rgdos sexuais de touros.

- (1.—‘“\'“-\ i\ Ampola do ducto
(.Ia.ndula - deferente
vesicular

Gl bulbouretral
e PrOSUALA

Ducto deferente

— Epididimo

— ST

Fonte: Adaptado de Horst e Hans (2011).
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O plasma seminal é composto ainda de fons (Na*, K*, Zn* , Ca?", Mg?*, Cl,),
acucares (frutose, sorbitol), compostos organicos (&cido citrico, aminoacidos, peptideos,
proteinas de baixo e alto peso molecular, lipideos, horménios e citoquininas), compostos

nitrogenados (aménia, ureia, acido purico e creatinina), dentre outras substancias, como acido

ascorbico e hipotaurina (JUYENA; STELLETTA, 2012; Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo do plasma seminal de ruminantes de camelideos (mg/dL)

Old World New World

Content Bul® Ram® Goat® Buffalo® Camelids® Camelids®
Fructose 150-800 150-600 875 368-815 235 3-7
Glucose 300 0.9-16 48-88 13-52 29-42 4=8
Citric acid 340-1150 110-260 e 440=444 98 3.1-6.0
Total proteins, g/dL 38 2.30-2.50 0.77-1.48 1.6-26 3=
Total lipids 29 254-396 150-175 87 51-115
Phospholipids 149.1 5 57 6.9-59.4 26-48 27=31
Cholesterol 312.16 & v 117.83 15.3-259 0-8
Glutamic acid 1.0-8.0 4552 e 4.28 35 S
Na 140-280 120-258 60-183 260-278
K 80-210 50-140 76=255 192-205 e .
Ca 35-60 6-15 5-15 30 7.7-88 13-31
P 9 4.8-120 8-9 1.7-46 7=17
(o] 110-290 86 82-215 303-347 84-120 263-491
Mg 7=12 2-13 1= 43-5.7 § 2.1-4.85
Zn 26-3.7 56-179 0.80-1.17
Testosterone, pg/mL 210-1310 25-375 970
Estrogen, pg/mL 20-166 43.67
Prostaglandins, ng/mL  5-10 500~20 000 .. ..
ALP 246 BU/dL 14 895-40 818 mU/mL 315 BU/dL 50-3143 UIL
AST 345-623 SFU/mL 190-256 mU/mL 166 units/mL o
ALT 15.0-18.3 SFU/mL 39-148 mU/mL 34 units/mL 0=-115 UL
LDH 1909 units/mL 968-1697 mU/mL 1621 BBU/mL

Abbreviations: ALP, alkaline phosphatase; ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate amino transferase; BBU, Berger-Broida units;
BU, Bodansky units; LDH, lactate dehydrogenase; SFU, Sigma Frankel units; Ul, international units.

* Pineda, 2003; Andrabi, 2009.

® Pineda, 2003; Glndogun, 2006; Andrabi, 2009.

©Singh et al, 1969; Chauhan and Srivastava, 1973; Javed et al, 2000; Andrabi, 2009.
? E-Manna et al, 1986; Mosaferi et al, 2005.

© Garnica et al, 1993; Juyena, 2011.

Fonte: Juyena e Stelletta, 2012.

Por muitos anos, o plasma seminal foi considerado apenas um meio de
sobrevivéncia que facilita o transporte espermatico. Entretanto, diversos estudos sugerem que
0s componentes do plasma seminal participam de eventos importantes relacionados a funcéo
do espermatozoide. Tummaruck et al. (2000) observou que a diminui¢do da concentracdo do
plasma seminal, através de diluigdes, em sémen utilizado para inseminacéo artificial resultou
na diminuicdo da fertilidade. Outros autores observaram a importancia do plasma seminal na
fertilidade in vivo ao adicionar este fluido, de animais sabidamente classificados como alta
fertilidade, em outros animais de fertilidade baixa (AURICH et al., 1996; RODRIGUES;
DONA; RODRIGUES., 1999).
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Diversas pesquisas vém demonstrando o papel do plasma seminal em varias
espécies. De forma geral, o plasma seminal é responsavel pela ativacdo e o aumento da
motilidade espermaética, bem como pela prevencgdo da sua ativacao prematura e a estabilizagdo
da membrana plasméatica (DESNOYERS; MANJUNATH, 1992; VILLEMURE; LAZURE;
MANJUNATH, 2003). E responsavel também pela aceleracdo da ovulagdo em vacas
(MARION, 1950) e induc¢éo da ovulacdo em porcos, camelos, coelhos e gatos (HEAPE, 1905;
O'LEARY et al., 2004; RATTO et al., 2005). Participa na interacdo entre gametas (SOUZA et
al., 2008) e ativa a expressao de citocinas, que auxiliam na preparacdo do trato materno para o
desenvolvimento embrionario (O'LEARY et al., 2004).

As proteinas do plasma seminal desempenham papéis vitais na protecdo do
espermatozoide (REGO et al., 2014), na capacitacao esperméatica (RODIGUEZ-VILLAMIL et
al., 2016), na reagédo acrossémica (MANJUNATH et al., 2009), na ligacdo dos gametas, na
fertilizacdo e no desenvolvimento embrionario inicial (HENAULT et al., 1995, SOUZA et al.,
2008, HAO et al., 2006; RODRIGUEZ-VILLAMIL et al., 2016). Dada a diversidade dos
atributos funcionais das proteinas plasmaticas seminais, numerosos estudos vém sendo feitos
para descrever associacOes estatisticas entre esses componentes e a fertilidade de homens
(CAVIDAD et al., 2014, GIACOMINI et al., 2015), cachacos (GONZALEZ-CADAVID et al.,
2014) e touros (KILLIAN et al., 1993, MOURA et al., 2006), entre outros.

2.1.1 Proteinas associadas a fertilidade

Sdo observadas diferencas de fertilidade entre os touros com parametros seminais
similares, e touros com defeitos espermaticos ndo compensaveis podem nunca atingir uma
fecundidade adequada (DE OLIVEIRA et al., 2013; KAYA; MEMILI, 2016). Os mecanismos
moleculares relacionados a fertilidade ainda ndo sdo totalmente elucidados. Anélises
bioquimicas agregadas aos critérios de avaliacdo dos espermatozoides poderiam auxiliar na
deteccdo de diferencas relevantes entre a fertilidade dos animais. Diversos estudos demonstram
associacOes significativas entre a expressdo de proteinas seminais e a fertilidade dos machos
avaliadas, tanto in vivo quanto in vitro (PEDDINTI et al., 2008; RODRIGUEZ-VILLAMIL et
al., 2016). Essas proteinas podem ser consideradas marcadores moleculares da fertilidade
(KILLIAN et al., 1993; MOURA et al., 2006).

Diversos estudos vém sendo conduzidos para compreender o papel das proteinas

seminais na fertilizagdo. A presenca de HPBs (heparin binding proteins) em plasma seminal
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bovino, que se ligam a membrana espermatica no momento da ejaculacdo (NASS et al., 1990),
é essencial para a capacitacdo espermatica e a fertilizacdo (MILLER; WINER; AX, 1990). A
heparina € um glicosaminoglicano secretado pelo trato reprodutor feminino. As HPBs ligadas
ao espermatozoide se ligam a heparina e induzem a capacitacao espermatica (LENZ et al., 1983;
MILLER; WINER; AX, 1990). Bellin et al., 1996 observou que touros com HBPs na membrana
espermatica apresentaram maior taxa de fertilidade em relacéo aqueles em que as proteinas ndo
eram detectadas.

As BSPs (Binder of Sperm Proteins) ja foram descritas em plasma seminal de
equinos, suinos (CALVETE et al., 1997), caprinos (VILLEMURE et al., 2003), ovinos
(BERGERON et al., 2005; JOBIM et al., 2005) e bovinos (MANJUNATH; SAIRAM; UMA,
1987; MANJUNATH; THERIEN, 2002). As BSPs s&o secretadas pelas glandulas vesiculares
e ampolas durante a ejaculacdo e se ligam aos fosfolipidios da membrana espermatica,
mediando a capacitacao através do efluxo de colesterol e fosfolipidios, diminuindo assim a taxa
colesterol/fosfolipidios, levando ao influxo de célcio e ao aumento do pH intracelular
(DESNOYERS; MANJUNATH, 1992; THERIEN; MOREAU; MANJUNATH, 1999). Além
disso, essas proteinas também se ligam a heparina e as lipoproteinas de alta densidade (high
density lipoprotein - HDL) presentes no trato genital feminino e na membrana espermatica
(THERIEN; SOUBEYRAND; MANJUNAHT, 1997). Neste momento ocorre o segundo efluxo
de colesterol da membrana do espermatozoide, desta vez mais acentuado, desestabilizando a
membrana plasmaética e tornando-os aptos a reacdo acrossdmica. Ademais, este efluxo ativa
vias de transducdo de sinais que regulam a expressdo de receptores para glicoproteinas da zona
peltcida (BENOFF et al., 1993). A expressao de isoformas da BSP 30 kDa (BSP5) presente no
fluido das glandulas sexuais acessorias de reprodutores bovinos holandeses foi relacionada a
alta fertilidade in vivo por Moura et al. (2006).

A fosfolipase A2 (PLA2) é uma enzima que atua na capacitacdo espermatica, na
reacdo acrossdmica e nas fases iniciais da fertilizacdo, incluindo a fusdo do espermatozoide
com o odcito (DENNIS, 1994; SOUBEYRAND et al., 1997). A PLA2 associada @ membrana
espermatica é ativada pela progesterona, Ca®* e proteina quinase C, e participa da sintese de
acido araquidonico. Este, por sua vez, é convertido em prostaglandina E2, aumentando o
influxo de célcio através da membrana espermaética e levando a fusdo das membranas e a reacéo
acrossdmica. Assim como a BSP5, Moura et al. (2006) também relacionou a PLA2 com a alta

fertilidade de touros.
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Diversos autores relacionam positivamente a osteopontina (OPN), uma
glicoproteina, com a fertilidade de touros (KILLIAN et al., 1993; CANCEL; CHAPMAN.
KILLIAN, 1997; MOURA et al., 2006). A OPN ¢é uma proteina multifuncional expressa em
diversos tecidos do organismo, principalmente nos ossos (SASE et al., 2012). De acordo com
Siiteri et al. (1995), a OPN estd expressa nas células epiteliais das ampolas e glandulas
vesiculares, em espermatides alongadas nos testiculos, além do epididimo e espermatozoides
epididimérios. A OPN atua no remodelamento de membranas, nas alteracfes do citoesqueleto
e na modulagdo imunologica (CANCEL; CHAPMAN; KILLIAN, 1999; DENHARDT, 2004),
atuando na inducdo da capacitacdo espermatica. Esta proteina se liga aos espermatozoides
durante a ejaculacdo, por meio das integrinas, e 0 complexo OPN-integrinas interage com
receptores na membrana oocitaria (D’CRUZ, 1996), o que indica a sua participacdo na interacao
entre espermatozoide e odcito (GONCALVES; WOLINETZ; KILLIAN, 2007). A OPN
também € capaz de se ligar ao receptor de membrana CD44, expresso tanto na membrana
espermatica (BAINS; ADERGHE, CARSON, 2002) guanto na oocitaria (MONACO et al.,
2009), sugerindo sua participagao nos processos de adeséo celular.

A clusterina é uma glicoproteina expressa na préstata, nas glandulas vesiculares,
nos epididimos, nos testiculos (SYLVESTER et al., 1991; SENSIBAR et al., 1993) e na
superficie da membrana espermatica do bovino e do homem (HOWES et al., 1998). Essa
proteina estd relacionada com varios processos fisioldgicos, incluindo adesdo e agregacéao
celular (SENSIBAR et al., 1993), metabolismo de lipideos, secrecdo enddcrina
(TENNISWOOD et al., 1992), maturacdo espermatica (SYLVESTER et al., 1991), protecdo
espermatica (MERI; JARVA, 2001), reabsorcdo dos espermatozoides defeituosos na cauda do
epididimo e modulago da lise celular (AKERLOF et al., 1989). A clusterina expressa durante
0 estresse celular atua como uma chaperona, ligando-se a proteinas desestruturadas,
solubilizando-as e assim protegendo as células dos efeitos citotdxicos causados pela
precipitacdo proteica (IBRAHIM et al., 1999; BAILEY et al., 2002).

A albumina se liga aos perdxidos de lipideo da membrana espermaética, protegendo
a célula dos efeitos danosos de espécies reativas do oxigénio, e modifica sua permeabilidade,
auxiliando na motilidade espermatica (ALVAREZ; STOREY, 1995). DOTT et al. (1979)
adicionou albumina sérica bovina em espermatozoides epididimarios incubados com o plasma
e observou aumento da motilidade espermatica (DOTT et al., 1979). Além disso, a albumina,
presente no trato genital da fémea, promove o efluxo do colesterol e outros fosfolipidios de
membrana, atuando na capacitacdo espermatica (WU et al., 2001). Moura et al. (2007)
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observaram maior expressao das BSPs, PLA2, osteopontina, clusterina e aloumina em fluido
das glandulas acessorias sexuais de touros holandeses de alta fertilidade, além do aumento da
capacidade de penetracdo espermatica ao adicionar fluido seminal destes animais em touros de
baixa fertilidade.

A prostaglandina D € a principal proteina secretada pelas células epiteliais do
epididimo em bovinos (GERENA et al., 1998), ovinos e equinos (FOUCHECOURT et al.,
1999). Ela também esta presente nas células epiteliais da ampola, células de Sertoli e Leydig, e
na regido apical do acrossoma do espermatozoide ejaculado de touros (GERENA et al., 2000).
Tais informacOGes sugerem que esta proteina atua no desenvolvimento e na maturacéo
espermatica (GERENA et al., 2000). Alguns autores identificaram a maior expressdo de
prostaglandina D-sintase (PGDS), enzima que catalisa a conversdao de Prostaglandina H
(derivado do acido araquidénico) em prostaglandina D, no plasma seminal de touros de alta
fertilidade (KILLIAN et al., 1993; GERENA et al., 1998; FOUCHECOURT et al., 2002). Em
contraste, Moura et al., (2006) identificou trés isoformas da PGDS do fluido epididimario de
touros holandeses de baixa fertilidade (MOURA et al., 2006). Pesquisas também mostram que
anticorpos contra a PGDS ocasionam diminuic¢des significativas nas taxas de fertilizacdo in
vitro de embrides bovinos (GONCALVES et al., 2007), o que indica uma a¢do dessa proteina
no processo de fertilizacdo, contudo por meio de mecanismos ainda desconhecidos.

As espermadesinas sao um grupo de proteinas que apresentam baixo peso molecular
(12-16 kDa) e ligam-se a superficie do espermatozoide ejaculado (SANZ et al., 1992; TOPFER-
PETERSEN et al., 1998). Estas proteinas interagem com alguns receptores da superficie celular
e estdo relacionadas com a capacitacdo espermatica, interacdo dos espermatozoides com o
oviduto e também podem atuar como inibidores de proteinases e fosfolipidios (TOPFER-
PETERSEN et al. 1998). Killian et al. (1993) e Moura et al. (2006) observaram relagdo inversa
da espermadesina Z13 com a fertilidade de touros. A proteina acida do fluido seminal bovino
(aSFP), que possui 50% de homologia com a espermadesina Z13, liga-se apenas a superficie
do espermatozoide ejaculado, atuando como fator decapacitante do espermatozoide
(TEDESCHI et al., 2000). Faz-se necessaria a liberacdo desta proteina da membrana
espermatica para ocorrer a fertilizagdo in vitro (DOSTOLOVA et al., 1994).

Até agora, apenas quatro estudos descreveram o proteoma de fluido seminal de
touros. Utilizando eletroforese bidimensional e espectrometria de massa (MALDI-TOF),
Assumpcao et al. (2005) descreveu 11 proteinas do plasma seminal de touros da raca Nelore.
Kelly et al. (2006) identificou 99 proteinas do plasma seminal de Bos taurus através de duas
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técnicas moleculares, cromatografia bidimensional e eletroforese unidimensional, ambas
seguidas de espectrometria de massas. Atraves de eletroforese bidimensional e espectrometria
de massas, Rego et al. (2014) identificou 46 proteinas do plasma seminal de touros da raga
Brahman (Bos inducus) e Westfalewicz et al. (2016) identificou 88 proteinas seminais de touros
holandeses.

Em humanos, o estudo do proteoma do plasma seminal esta mais avancado e
pesquisadores ja descreveram cerca de 4.000 proteinas (GILANY et al., 2015). Os mesmos
autores estimam que um fluido tdo complexo quanto o plasma seminal contenha até 10.000
proteinas. Atualmente, 6.198 proteinas espermaticas, de um total esperado de 7.500, j& foram
descritas em humanos (CARREL et al., 2016). Peddinti et al. (2008) identificaram mais de
3000 proteinas em espermatozoides de touros.

Recentemente, novas abordagens protedmicas vém sendo desenvolvidas a fim de
aumentar a eficiéncia de identificacdo de proteinas, principalmente em solucGes tdo complexas
como o plasma seminal e o plasma sanguineo, por exemplo. O proteoma, tanto do
espermatozoide quanto do plasma seminal, é imprescindivel para identificacdo de propriedades
e funcBes das proteinas envolvidas nos mecanismos de regulagdo da fertilizacdo (STRZEZK et
al., 2005). Além disso, a protebmica tem sido empregada para a deteccdo de marcadores

bioquimicos de fertilidade e congelabilidade do sémen

2.2 Técnicas protedmicas

Protedmica é o estudo do proteoma, ou seja, todas as proteinas contidas em uma
amostra bioldgica em um dado momento, seja ela tecido, célula ou fluido. As proteinas
desempenham diversas fun¢bes no organismo, podendo atuar como enzimas, anticorpos,
horménios, componentes estruturais e sinalizadores (DE SOUZA et al., 2003). Devido a sua
multifuncionalidade, a protebmica vem se desenvolvendo nos ultimos anos e auxiliando nao sé
na elucidacdo de identificacdo de proteinas, mas também na quantificacdo e estudo de suas
fungdes (BLACKSTOCK; WEIR, 1999). A expressado de proteinas é dinamica e varia de acordo
com respostas ao ambiente (NELSON; COX, 2002), portanto é possivel comparar proteomas
de diferentes amostras biologicas em condi¢6es e/ou momentos distintos.

A protedmica surgiu na década de 1970 com a criacdo de banco de dados de
proteinas identificadas utilizando eletroforese em gel de poliacrilamida (O’FARREL, 1975). A
eletroforese unidimensional se d& pela migracéo das proteinas pelos poros de gel de acrilamida,
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de acordo com seu tamanho e, consequentemente, peso molecular (O’FARREL, 1975). Ja a
eletroforese bidimensional consiste na separacdo de proteinas, ndo so6 pelo tamanho, como
também pelo ponto isoelétrico (NELSON; COX, 2002). Outro método de separacdo de
proteinas e peptideos é a cromatografia, técnica que se utiliza de propriedades como
solubilidade, afinidade e até mesmo tamanho para separacédo de substancias (BARBOSA et al.,
2012). Apos a separacgdo de proteinas, estas devem ser fragmentadas em peptideos por digestdo
triptica, para que possam ser identificadas suas diversas sequéncias de aminoacidos e, através
de ferramentas de bioinformatica, a proteina seja identificada.

O método mais utilizado para identificar proteinas € a espectrometria de massas,
que se baseia nos espectros gerados de acordo com a relagdo massa/carga (m/z) dos peptideos
ionizados (SIUZDAK, 2006). A espectrometria de massas é constituida basicamente de uma
fonte de ionizagdo, um analisador e um detector (GLISH; VACHET, 2003).

Um dos principais tipos de ionizacdo em espectrdmetros de massa € a
ionizacdo/dessorcdo da matriz assistida a laser (MALDI), que consiste no bombardeamento da
amostra por um feixe de laser, onde ocorrerd a ionizacdo e a dessorcdo da amostra,
possibilitando o percurso pelo espectrometro de massas. Outra fonte de ionizagdo muito
utilizada é a ionizacdo por eletro spray (ESI), provocada por pressurizacdo de uma amostra
liquida injetada no equipamento por uma agulha, aplicando-se um gradiente elétrico, que separa
0s compostos carregados na sua superficie, aumentando a superficie de contato do liquido, o
que favorece a repulsdo eletrostatica dos compostos ionizados. (GLISH; VACHET, 2003;).

Os principais tipos de analisadores de massa sdo o quadrupolo, o0 Tempo de Voo
(Time of Flight — ToF) e o Orbitrap. No primeiro, é aplicado um campo magnético oscilatorio
em quatro polos, por onde os ions formados passam e é calculada a relagdo m/z da amostra. J&
no analisador ToF, os ions sdo acelerados em uma camara, sendo calculada a sua relacdo m/z
pelo tempo gasto na viagem do ion. Posteriormente, 0s ions chegam ao detector, gerando um
sinal de corrente, que € multiplicado para gerar o sinal e produzir o grafico, de acordo com
abundancia e m/z (SIUZDAK, 2006). O Orbitrap é um analisador de ions que consiste em um
eletrodo captador de ions que os prende em um movimento orbital ao redor do fuso. A corrente
de imagem dos ions capturados € detectada e convertida em um espectro de massa usando a
transformada de Fourier do sinal de frequéncia (SCIQELOVA; MAKAROQV, 2006).

O sucesso na identificacdo do proteoma de uma amostra bioldgica depende de
diversos fatores, como a preparacdo da amostra, 0 equipamento e as analises de bioinformatica.

Atualmente a técnica Shotgun vem atraindo grande interesse pois se baseia na separacao, por



23

cromatografia liquida de alta resolucéo, dos peptideos obtidos apés digestao triptica de solucdes
proteicas complexas, seguida de analise por espectrometria de massas (BARBOSA et al., 2012).
Quanto melhor a separacdo e ioniza¢do dos peptideos, mais ions poderdo ser analisados e
detectados pelo equipamento; portanto, um maior numero de proteinas sera identificado.

2.3 Producdo de leite e reproducéo animal

Atualmente o Brasil ocupa a quarta posicéo de producéo de leite no mundo (IBGE,
2018). O leite representa 24% do valor bruto de producéo gerado pela pecuéria, inferior somente
ao da carne bovina (BARROS; FACHINELLO; SILVA, 2011). De acordo com dados do IBGE
(2017), em 1974 uma vaca produzia em media 655 litros de leite ao ano e em 2011 esta média
subiu para 1.381 litros ao ano. Este aumento ocorreu devido ao desenvolvimento e utilizagdo
de biotecnologias aplicadas a reproducao animal, como a inseminacao artificial (1A).

O primeiro relato experimental de bovino nascido de 1A foi reportado em 1938
(PELI, 1938). Esta biotécnica se difundiu para o uso comercial & medida que o0s procedimentos
de manipulagdo de sémen demonstraram que 0s espermatozoides poderiam ser conservados em
baixa temperatura por longo tempo (POLGE; SMITH; PARKES, 1949). No Brasil, 0 uso
comercial da IA teve inicio na década de 1970. O seu uso permite 0 aumento no nimero de
descendentes de um touro de alto valor genético, a padronizacao do rebanho, o uso de gametas
de touros, mesmo apds sua morte, o controle de doencas, a prevencao de acidentes com vacas
e operador, e ainda facilita o controle zootécnico. A IA com sémen congelado foi comprovada
como sendo, em todo o mundo, a melhor ferramenta para melhoria genética, através da
disseminacéo de germoplasma superior (HARSTINE; UTT; DEJARNETTE et al., 2018).

A fertilidade é inquestionavelmente uma das mais importantes caracteristicas a ser
considerada, tanto nos sistemas produtivos de leite quanto de carne (BARBOSA; MACHADO;
BERGAMASCHI, 2005). Quando se discute o componente “touro” isoladamente, conclui-se
que a importancia da fertilidade do macho é muito maior do que a de qualquer fémea
individualmente, j& que o touro pode se acasalar com nimero muito maior de fémeas, tanto em
monta natural como em IA (BARBOSA; MACHADO; BERGAMASCHI, 2005). As empresas
de inseminacéo artificial fornecem aos seus clientes sémen de alto valor genético, processado
higienicamente ap0s a coleta em touros com status de salde biosseguro conhecido, e que tenha

passado pelos padrées minimos de qualidade espermatica pos-descongelamento, assegurando
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o potencial normal de fertilidade quando usado nos rebanhos (HARSTINE; UTT;
DEJARNETTE, 2018).

A avaliagdo do potencial de fertilidade de uma amostra de sémen é de grande
importancia para o emprego de biotécnicas de reproducdo, ndo sé na IA, como também na
producdo in vitro de embrides (GARCIA-ALVAREZ et al., 2009). Os métodos utilizados em
centrais de colheita e processamento de sémen consistem basicamente da analise da motilidade,
concentracdo, morfologia e integridade de membranas plasmatica e acrossomal (PAPA et al.,
2008). Recentemente, foram adotadas técnicas computadorizadas de avaliagdo do movimento
espermatico, testes de incubacdo e separacdo espermatica e analise morfofuncional por sondas
fluorescentes para 0 acesso ao potencial de fertilizacdo das amostras de sémen congelado
(RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007; RODRIGUEZ-MARTINEZ; BARTH, 2007). Atualmente,
tem-se usado a taxa de concepgéo do touro (Sire Conception Rate— SCR), com base em centenas
e até mesmo milhares de dados de IA de um unico touro (UTT, 2016; HARSTINE; UTT,;
DEJARNETTE, 2018). Este objetivo s6 pode ser alcangado se o sémen utilizado no programa
IA estiver em conformidade com os padrdes de qualidade.

O touro ideal deve apresentar alto valor genético e alta fertilidade. Porém, as
centrais de colheita e processamento de sémen enfrentam problemas ao lidar com touros
altamente valorizados geneticamente e baixa qualidade espermaética. Faz-se necessario o uso de
alternativas terapéuticas para promover aumento da capacidade fertilizante do sémen de touros
de alto valor genético e fertilidade baixa. A utilizacdo de boa genética através da inseminacgéo

artificial € o meio mais eficaz de se levar melhoramento animal em grande escala.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras de sémen e avaliagéo de fertilidade in vivo

Amostras de sémen de dez touros holandeses com dados de fertilidade previamente
conhecidos foram fornecidas pela Alta Genetics (Watertown, WI, EUA), uma central de
inseminac&o artificial de bovinos. Os indices de fertilidade individual dos touros utilizados no
presente estudo foram calculados usando o software Probit.F90, com base na concepg¢do média
de pelo menos 674 dados de inseminacédo artificial por touro (PEDDINTI et al., 2008). O
desvio-padréo da populacao foi utilizado como critério para classificar a fertilidade do touro
(DE OLIVEIRA, et al., 2013). Para o presente estudo, os touros de fertilidade alta e baixa
diferiram da média de pelo menos 1,3 desvios-padrdo (Tabela 2). Fatores que influenciam o
desempenho da fertilidade dos touros (fatores ambientais e manejo do rebanho, por exemplo)

foram ajustados para determinar escores de fertilidade confiaveis (ZWALD et al., 2004).

Tabela 2. Fenétipos de fertilidade de dez touros holandeses. Touros 1 — 5 foram definidos como alta fertilidade
(high fertility — HF) e touros 6 — 10, como baixa fertilidade (low fertility — LF).

Touro Fertilidade Namero de Diferenca das medias de Desvio padréo
inseminacdes taxas de concepcéo (%)
1 HF 5293 5.42 2.0238
2 HF 825 5.1 1.9034
3 HF 2032 4.8 1.7931
4 HF 2487 3.59 1.3415
5 HF 5751 3.56 1.3304
6 LF 1604 -3.75 -1.4014
7 LF 2276 -4.06 -1.5159
8 LF 967 -4.49 -1.6762
9 LF 5603 -6.76 -2.5239
10 LF 674 -10.61 -3.9624

O sémen dos touros foi coletado através de vagina artificial e enviado para o Dr.
Erdogan Memili, responsavel pelo Laboratorio de pesquisa relacionada a reproducéo e
epigenética, no Departamento de Ciéncia Animal da Universidade Estadual do Mississippi,
EUA. O plasma seminal foi obtido apo6s duas centrifugagdes. O primeiro sobrenadante foi
adquirido apos 10 min de centrifugacdo a 700 x g a 4 °C, e este sobrenadante foi novamente
centrifugado a 10.000 x g durante 60 min a 4 °C (REGO et al., 2014). Ap6s a segunda
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centrifugacdo, o plasma seminal foi acondicionado em criotubo, coberto com Parafilm®M
(Sigma-Aldrich, EUA) e submetido a liofilizacdo, usando um sistema de congelamento
(Labconco, EUA) a vacuo de 133 x 10° mBar, -40°C (Labconco, EUA). As amostras foram
entdo estocadas a -80°C e enviadas para o Dr. Arlindo Moura, responsavel pelo Laboratério de

Fisiologia Animal, no Departamento de Zootecnia, da Universidade Federal do Ceara.

3.2 Quantificacao, tripsinizacdo e dessalinizacdo das proteinas

As amostras de plasma seminal liofilizado foram entéo enviadas para a Dra. Aline
Martins e Dr. Marcelo Valle, responsavel pelo Laboratério de Bioquimica e Quimica de
Proteinas e o Nucleo de Protedbmica da Universidade de Brasilia. As amostras foram
ressuspensas em tri-etil amoénio bicarbonato (TEAB) 0,02 M e as proteinas foram extraidas em
tampdo contendo 8 M e TEAB 0,02 M seguido de sonicacdo. Posteriormente, a quantificacdo
proteica foi realizada usando o kit Qubit™ (Thermo Fisher Scientific, EUA). Vinte e cinco
microgramas de proteinas seminais foram aliquotados em um microtubo e secos a vacuo. A
cada aliquota de amostra foram adicionados ditiotreitol (DTT) 0,5 M, seguido de incubagdo a
55 °C, em agitacdo a 400 rpm (Eppendorf® Thermomixer® R, Sigma-Aldrich, EUA) durante
25 min. Posteriormente, foi adicionado um volume de iodoacetamida (IAA), para atingir uma
concentragéo final de 0,014 M. A mistura foi mantida a 21 °C, em 400 rpm, no escuro, durante
40 min. Antes da digestdo das proteinas, as amostras foram preparadas para, ao final, atingirem
o volume de 75 pl contendo 0,005 M DTT, 0,001 M CaCl,e 0,02 M TEAB. Todas as amostras
foram digeridas com tripsina (Promega, EUA) em uma proporc¢édo de enzima/substrato de 1/50
e incubadas a 37 °C durante 18 horas. Foi adicionado um volume de solucdo de &cido
trifluoroacético (TFA), a fim de atingir uma concentracéo final de 0,1%, cessando a atividade
triptica (ARSHID et al., 2017a).

Dez colunas Zip-Tip C18 foram preparadas manualmente em ponteiras de
micropipeta 20-200 ul (Figura 2a) para realizacao de dessalinizacao peptidica usando discos de
Empore SPE™ (Sigma-Aldrich, EUA), conforme descrito anteriormente por Arshid et al.
(2017b). Utilizando seringas modificadas e agulhas 16G e 18G, 7 discos de membrana C18
foram empacotados em eppendorf 20- 200 pul (trés discos preparados com agulha 1G8 e quatro

discos preparados com agulha 16G; Figura 2b).
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Figura 2. Preparacdo de colunas C18 para dessalinizacdo peptidica.

A seta indica coluna contendo 7 camadas de discos C18 Empore SPE™ (Sigma-Aldrich, EUA).
Fonte: Arquivo pessoal.

O processo de dessalinizacdo consistiu em trés etapas: condicionamento das
colunas, aplicacdo das amostras e eluicdo das mesmas (Figura 3). Para o condicionamento das
colunas, apés centrifugacdo 5.000 x g durante 3 min, foi adicionado 400 ul de metanol e
centrifugadas duas vezes a 1.000 x g durante 3 min. O mesmo procedimento foi repetido duas
vezes: primeiro, com uma solugéo contendo 100 pl 80% de acetonitrila e 0,5% de acido acético;
e uma segunda vez, apenas com 100 ul &cido acético a 5% (Figura 3a). Os peptideos foram
adicionados as colunas e centrifugados a 900 x g durante 5 minutos, seguindo-se de duas
lavagens com 100 pl de acetonitrila 0,5% a 1.000 x g durante 3 min (Figura 3b). Para eluir os
peptideos, as colunas foram centrifugadas a 600 x g durante 3 min, em concentragGes crescentes
de 20 ul de acetonitrila (25% a 80%), com 0,5% de acido acético, finalizando com acetonitrila
100% (Figura 3c). Em seguida, as amostras foram novamente submetidas & quantificacdo de

peptideos, antes da analise da espectrometria de massa (QubitTM, Thermo Fisher, EUA).

3.3 Espectrometria de massa

Trés microgramas de peptideos de cada amostra foram aplicados individualmente a
um cromatografo liquido Dionex Ultimate 3.000 (Thermo Scientific, Waltham, EUA) para
realizacdo de nano-cromatografia de fase reversa. Os peptideos foram injetados em uma coluna
de 2 cm x 100 um contendo particulas de 5 um de C18 (Dr. Maisch GmbH, Alemanha). Os

peptideos foram eluidos desta coluna para outra (32 cm x 75 um) contendo, desta vez, particulas
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de 3 um de C18 (Dr. Maisch GmbH, Alemanha) e, finalmente, eluidas para a fonte de ionizagdo
do espectrémetro. O gradiente de elui¢do foi composto de 0,1% de acido formico em agua
(solvente A) e 0,1% de &cido formico em acetonitrila (solvente B), em um gradiente de 2 a 35%
de solvente B durante 170 min.

Figura 3. Esquematizacdo do processo de dessalinizacdo dos peptideos de plasma seminal de bovinos.
Condicionamento das colunas (a), aplicagdo das amostras (b) e eluicdo dos peptideos (c).

a
v" Acctonitnla 80% -
v Ac. Acético 0,5% ¥ Ac. Acético 5%
2x 2x 2x
400ul 100p1 1001
50002 metanol 1000 g tampio D 1000 g tampao A 1000 g

”

e
h -
P =
—_—— /

§
v Ac. Acético 5% Q
dici 2.\
Adicionara 100yl Trocar eppendorf
amostra!! 900 g tampdo A 1000 g ppe

(low-bindin,

C
v Acetonitrila 25% v Acetonitrila 509 v Acetonitnila 80% .
. A 2 2 57 v 0
v Ac. Acético 0,5% v Aec. Acético 0,5% v Ac. Acético 0.5% e e i
20ul 20ul 20ul
20l 500 H u 20p
tampao B & tampdo C 600,8 tampio D 600_8 tampdo E 600.8

3 3 min 3 3 min 3 3 min X 3 min
= —_—
===~
\_:¥//




29

As amostras foram analisadas em modo DDA (aquisicdo dependente de dados)
positivo, através de abordagem de espectrometria de massa livre de marcadores usando o
instrumento Orbitrap Elite (Thermo Fisher, EUA, Gomes et al., 2017; Figura 4). As fraccOes
eluidas geraram ions precursores (MS1) entre 300 — 1.650 m/z com resolugdo de 120.000
FWHM (full width at half maximum - largura total da metade do pico) a 400 m/z. Os vinte ions
mais abundantes de MS1 com cargas maiores que dois foram selecionados automaticamente
para fragmentacdo (MS2) por dissocia¢do em colisdo de alta energia (HCD), com controle de
ganho automatico (AGC) de 1 x 10° e exclusdo dinamica de 10 ppm por 90 seg.

Figura 4. Aparelho de espectrometria de massas Orbitrap Elite, Thermo Fisher, localizado no Laboratério de
Bioquimica e Quimica de Proteinas, na Universidade de Brasilia (UnB).

=

Fonte: Arquivo pessoal.

3.4 Analise dos dados

Os espectros MS2 encontrados nos cromatogramas foram alinhados e quantificados
usando o software Progenesis QI (Nonlinear Dynamics, Waters, EUA). A identificacdo das
proteinas foi realizada usando o software Peaks 7.0, que deduz as sequéncias das informacbes
de fragmentacdo e pesquisado no banco de dados Bos taurus Uniprot, baixado em 01 de
Novembro de 2016. Os parametros foram definidos da seguinte maneira: tolerancia de erro de
massa de ions precursores de 10 ppm, tolerdncia de massa MS / MS de 0,5 Da,
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carbamidometilacdo de residuos de cisteina (modificacdo fixa) e desamidacdo e oxidagdo de
metionina (modificacfes variaveis). A tripsina foi selecionada como a enzima de digestdo e
foram permitidos até dois locais de clivagem por peptideo. As proteinas identificadas foram
filtradas a uma taxa de 1% para a taxa de descoberta falsa (FDR) e no minimo um peptideo
exclusivo por proteina foi requerido para identificacéo.

As informacOes de identificacdo de proteinas foram inseridas novamente no
programa Progenesis QI e combinadas com dados quantitativos gerados anteriormente. A
andlise estatistica multivariada foi realizada utilizando o software Progenesis QI para avaliar as
diferencas na abundancia de proteina em touros de alta (HF) e baixa (LF) fertilidade. As
proteinas foram consideradas diferencialmente abundantes quando apresentadas p < 0,05 apos
0 teste de ANOVA no nivel de proteina.

Uma anélise multivariada adicional foi realizada utilizando MetaboAnalyst 3.0
(http://www.metaboanalyst.ca, ANTIONIASSI et al., 2016), considerando as proteinas
significativamente relacionadas aos fenotipos de touro. O conjunto de dados das proteinas foi
normalizado pela mediana, e a escala de Pareto foi usada para reduzir a importancia relativa
dos grandes valores de MS2. A analise discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA)
foi aplicada para diferenciar classes em conjuntos de dados proteicos altamente complexos,
apesar da variabilidade dentro de cada classe. A Importancia Variavel em Projecéo (VIP), com
base no PLS-DA, foi calculada para a identificacdo de caracteristicas biologicamente relevantes
para categorizar potenciais biomarcadores de fertilidade. Sendo assim, as variaveis com VIP>
1,5 foram consideradas importantes para a separacao grupal (alta e baixa fertilidade).

As abundancias relativas normalizadas das proteinas foram testadas quanto a
correlagdo com os escores de fertilidade individuais utilizando o coeficiente de correlagéo de
Pearson e Spearman. A abundéncia das trés proteinas com maiores valores de correlacdo

positiva e negativa foram usadas para calcular um indice de classificacéo.

3.4.1 Analises comparativas de proteomas do plasma seminal do touro

O proteoma descrito no presente estudo foi comparado qualitativamente a lista de
proteinas do plasma seminal disponibilizadas em publica¢6es de Assumpcao et al. (2005), Kelly
et al. (2006), Rego et al. (2014) e Westfalewicz et al. (2016). Para realizar tais analises,

padronizamos todas as proteinas de acordo com o banco de dados Uniprot. Em seguida, 0s



31

cddigos de proteinas da nossa lista e 0s outros foram inseridos na plataforma Bioinformatica e

Gendmica Evolutiva (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/ Venn).

3.4.2 Agrupamento funcional e interacao entre proteinas seminais de touro

A analise de ontologia génica (GO) foi realizada usando o software STRAP,
coletando informac@es sobre processos bioldgicos e fungbes moleculares do banco de dados
UniProtKB (Bhatia et al., 2009; Rego et al., 2014). Além disso, a analise in silico das interacoes
entre proteinas foi realizada usando o banco de dados STRING (http://string-db.org) versao 9.0
(REGO et al., 2014). As interacGes foram avaliadas para proteinas plasmaticas associadas ao

escore VIP> 1,5,



32

4 RESULTADOS

4.1 Proteoma de plasma seminal de touros holandeses (Bos taurus)

Neste estudo, 1.159 proteinas foram identificadas no plasma seminal bovino
utilizando espectrometria de massa acoplada a nano-cromatografia liquida (Apéndice A).
Quanto as andlises de ontologia génica, os eventos bioldgicos mais importantes ligados as
proteinas identificadas foram os processos bioldgicos (24,6%) seguido de regulacdo (23,1%) e
interacdo com células e organismos (9,2%; Figura 5a). As funcdes moleculares das proteinas
seminais bovinas foram principalmente relacionadas a ligacéo (44,6%) e a atividade catalitica
(39,0%; Figura 5b).

Figura 5. Ontologia génica do proteoma do plasma seminal de touros holandeses baseada em seus processos
bioldgicos (a) e fungdes moleculares (b). Os dados foram analisados utilizando o software STRAP e banco de
dados UniProtKB (Bhatia et al., 2009).
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Estudos anteriores do proteoma do plasma seminal bovino indicam que varias
proteinas listadas no presente trabalho também foram descritas por outros autores
(WESTFALEWICZ et al., 2016; REGO et al., 2014; KELLY et al., 2006; ASSUMPCAO et
al., 2005). Sete proteinas foram descritas em todos os trabalhos (BSP-1, BSP-3, BSP-5, fator
de crescimento neural, proteina secretora epididimaria E1, espermadesina 1 e seminal
ribonuclease). Devido ao uso de tecnologia altamente avancada, neste trabalho foram
identificadas 1.061 proteinas nunca citadas anteriormente por nenhuma dessas publicacdes

anteriores (Figura 6).

Figura 6. Diagrama de Venn mostra as proteinas seminais do touro descritas no presente estudo e por outros
autores (Assumpcao et al., 2005, Kelly et al., 2006, Rego et al., 2014 e Westfalewicz et al., 2016). O diagrama foi
gerado usando a plataforma Bioinformatica e Genbmica Evolutiva
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn). As proteinas descritas por cada estudo sdo mostradas em
balGes de diferentes cores. As proteinas sobrepostas sdo encontradas em areas superpostas de baldes.
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Presente etal, 2016

estudo

| REGOet al, 2014

ASSUMPCAO KELLY et al, 2006
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4.2 Comparacao entre proteomas de touros de alta e baixa fertilidades
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Das 1.159 proteinas identificadas no plasma seminal de touro, 949 foram
encontradas em plasma seminal daqueles de alta fertilidade (high fertility — HF) e 771, em
touros de baixa fertilidade (low fertility — LF), com 561 proteinas (48,4%) comuns a ambos 0s
fendtipos (Apéndice A). Assim, 388 proteinas foram encontradas exclusivamente em touros
HF, enquanto 210 foram encontradas apenas em touros LF (Figura 7).

Figura 7. Proteinas do plasma seminal de touros holandeses de alta (HF, n = 5) e baixa (LF, n = 5) fertilidades.

De um total de 1.159 proteinas, 949 foram identificados em grupo HF e 771 em LF. A intersecdo representa
proteinas conservadas em ambos 0s grupos, neste caso, 561 (48%).

LF

HF

Dadas as proteinas comuns aos touros de alta e baixa fertilidade, 79 foram
diferencialmente expressas (p <0,05) entre esses dois grupos. Destas, 50 proteinas foram mais

abundantes em touros HF e 29 proteinas, em touros LF (Tabela 3).

Tabela 3. Proteinas do plasma seminal diferencialmente expressas em touros de fertilidades alta (high fertility -
HF) e baixa (low fertility - LF). As proteinas foram identificadas pela espectrometria de massa DDA (aquisi¢do
dependente de dados), software Progenesis QI e banco de dados UniProt.

Nimero de Descri¢do Grupo Peptideos Esco_re de Valor-P
acesso confianca

Q05927 5'-nucleotidase LF 3 173.56 0.031

Q50HZ8 Acetyl-CoA carboxylase, type beta HF 1 70.17 0.023
(Fragment)

Q27984 Alphal-antichymotrypsin  isoform LF 1 47.62 0.049
pHHK12 (Fragment)

FIMVR5 Anion exchange protein LF 1 21.11 0.026

G3N156

Q5EA01 Beta-1,4-glucuronyltransferase 1 LF 2 98,80 0.043

H7BWW2  Beta-hexosaminidase LF 2 97.55 0.049

FING619 Cadherin-1 (Fragment) LF 2 174.00 0.012

P52193 Calreticulin HF 1 61.38 0.049

P06833 Caltrin HF 4 138.93 0.020

A6BML7 Carboxypeptidase HF 1 39.83 0.008

Q17QK3 Carboxypeptidase Q LF 1 47.79 0.047
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Q4R0H2 Spermadhesin 2 LF 5 300.31 0.015
FIMHF1 ST6 beta-galactoside alpha-2,6- HF 2 138.21 0.024
sialyltransferase 1

P82292 Spermadhesin Z13 HF 1 36.67 0.038
ABQQAS Sulfhydryl oxidase HF 6 405.51 0.013
F1MJB6; Targeting protein for Xklp2 HF 1 20.33 0.024
AO0JNG68

Q32L40 T-complex protein 1 subunit alpha HF 1 42,71 0.034
Q3ZBHO0 T-complex protein 1 subunit beta HF 1 58.09 0.021
Q7YRQS8 Tissue factor pathway inhibitor 2 LF 7 378.76 0,007
FIMNY2 Transmembrane protein 2 HF 1 22.47 0.010
Q3T077 Tubulin  polymerization-promoting HF 1 68.68 0,050

protein family member 2

G3X861 Uncharacterized protein (Fragment) HF 1 55.44 0.050
FIMY12 Uncharacterized protein (Fragment) HF 2 91,12 0.010
E1BI55 Uncharacterized protein HF 1 21.69 0.039
G5E5W7 Uncharacterized protein HF 1 54.09 0.013
Q3MHN5 Vitamin D-binding protein LF 1 70.54 0.021
Q32LB7 V-type proton ATPase subunit E 2 HF 1 31.85 0.044
P40682 V-type proton ATPase subunit S1 HF 1 60.26 0.025
Q3T0z0 WAP four-disulfide core domain 2 HF 3 98.59 0.029
Q3ZCH5 Zinc-alpha-2-glycoprotein LF 1 100.34 0.006

Com base na andlise multivariada, oito proteinas apresentaram pontuacdo VIP
maior que 1,5, indicando contribuicdo significativa para a defini¢do do fenotipo da fertilidade.
As proteinas que contribuem para a definicdo de alta fertilidade sdo: o peptideo natriurético do
tipo C (NPPC), o inibidor de metaloproteinase 2 (TIMP-2) e a proteina de ligacdo espermatica
- 30kDa (BSP5) Por outro lado, a clusterin (CLU), o inibidor da via do fator tecidual 2 (TFPI2)
e a proteina de ligacdo a galectina-3 (GAL3BP) sdo as proteinas que apresentam contribuicéo
significativa para o fenotipo de baixa fertilidade. As proteinas sulfidrila oxidase (QSOX1) e a
5-nucleotidase (NT5E), mais abundantes nos touros de alta e baixa fertilidades,
respectivamente, apresentaram pontuacdo VIP préxima de 1,5 e foram também discutidas no
trabalho (Figura 8).

4.3 Indice de classificacéo de fertilidade baseado em proteinas

Entre as proteinas seminais de bovino diferencialmente expressas, foram
selecionadas as seis proteinas com as correlacdes mais significativas entre abundancia de
proteina e classificacdo de fertilidade. As abundancias normalizadas de NAD(P)(+)-arginina
ADP- ribosyltransferase, prosaposina e proteina transmembranar 2 apresentaram correlagdes
positivas mais altas com a fertilidade, enquanto que as abundéncias da proteina de ligacdo a
vitamina D, factor de troca de nucleotideos SIL1 e proteina de ligacdo a galectina-3 (GAL3BP)

apresentaram as maiores correlagdes negativas (Tabela 4).
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Figura 8. Analise parcial discriminante de minimos quadrados (PLS-DA), mostrando a separacdo dos grupos HF
e LF; as variancias explicadas sdo mostradas entre parénteses (a). Proteinas significativas para o fenotipo de
fertilidade, com base em pontuacdo de Importancia Variavel em Projecdo (VIP). Clusterina (CLU), peptideo
natriurético do tipo C (NPPC), inibidor da via do fator tecidual 2 (TFPI2), inibidor de metaloproteinase 2 (TIMP-
2), proteina de ligagdo espermatica — 30kDa (BSP5), proteina de ligagdo a galectina-3 (GAL3BP), sulfidrila
oxidase (QSOX1), 5'-nucleotidase (NT5E), espermadezina Z13 (Z13), fator complemento B (CFB), ribonuclease
seminal (SRN), caltrina (PYY2), fator complemento H (CFH), espermadezina 2 (SPADH2) e acetil-
hidrolase do fator ativador de plaquetas (PAFA; b)
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Tabela 4. Correlagdo entre as varidveis abundancia normalizada e fertilidade de touros de alta (touros 1-5) e baixa (touros 6-10) fertilidades.

38

Abundancia normalizada m/z

Proteina Correlacdo

Spearman Touro #1 Touro #2 Touro #3 Touro #4 Touro #5 Touro #6 Touro #7 Touro #8 Touro#9  Touro #10

NAD(P)(+)--arginine
ADP- 0,90 1283.609  637.4794 875897 1147103 8513317  66.93562  22.08527  8.908568  12.53689  27.70246

ribosyltransferase

Prosaposin 0,89 5688.947 4333339 2705518  4043.144  3188.94  2390.943  504.633 1722166 154136  1362.312
Tragig}gmbzra“e 0,86 1717149  12169.81  14903.46 130359  11347.73 101051 1124658  9471.713 8677555  11087.4
V'tam;)';o[t)e'i?]'”d'”g -0,88 1709623  169.6161  231.113 3745866  590.401 352715 11986.43  1137.811  1180.024  1952.472
N“C']‘f;’;gf gff*l‘ange 0,88 1584364  221.3108  348.8037  548.1223 4943995 5112165  7598.616  596.3774 1379.89 1276.536
Galectin-3-binding -0,88 7633.42 108137  7096.353  12894.98  13322.86 140765  92296.92  19402.84  14429.03  63136.24

protein
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Em seguida, um indice de classificacdo de fertilidade baseado em abundancia de
proteinas foi calculado, com base em um modelo de ajuste de curva das abundancias proteicas.
A equacédo utilizada foi: 22+15*log100((A1*A2*A3)/(A4*A5*A6)), onde An representa a
abundancia relativa normalizada das respectivas proteinas. Esta relacdo atingiu significancia

(rho Spearman = 0,94; Figura 9).

Figura 9. Grafico de classificacdo preditiva com base na abundancia de proteinas e nos escores de fertilidade do
touro. A relacdo entre as variaveis foi significante (o rho de Spearman = 0,91) e um escore preditivo também foi
calculado com coeficiente de correlagdo de 0,83 (Pearson).
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A linha azul representa as taxas de concepgdo em porcentagem de diferenca da média e a linha laranja representa
o escore de fertilidade de proteina, ambos tracados contra o ranking de fertilidade animal. As linhas pontilhadas
representam a regressdo linear para a respectiva curva (azul ou laranja), mostrando a alta correlacdo entre os dois
escores.

4.4 Andlise in silico de interacdes entre proteinas

As proteinas seminais com escore VIP> 1,5 mais abundantes em touros de alta
fertilidade foram: NPPC, TIMP-2, BSP5 e QSOX1. Com base em analise in silico de interacdes
entre proteinas, NPPC interage com seus receptores e com endotelina 1 (Figura 10a). TIMP-2
exibe associacGes com varios tipos de metaloproteinases (Figura 10b) e BSP5 interage com
inibidor de metaloproteinases (Figura 10c), bem como com homologa de proteina expressada
em odcito (OOEC). QSOX1 interage com glicoproteinas (alpha-1B-glycoprotein - A1BG,
histidine-rich glycoprotein — HRG e alpha-2-HS-glycoprotein - AHSG), fator de crescimento
semelhante a insulina 1 (IGF-1) e albumina (ALB; Figura 10d).



40

Enquanto isso, as proteinas CLU, TFPI2, proteina de ligacdo a galectina-3 e NT5E,
mais abundantes em touros d baixa fertilidade, apresentaram escore VIP> 1,5. A Clusterina
interage com ALB, IFG-1, alfa-actina 4 (ACTN4), componente de complemento C8 beta (C8B)
e inibidores de protease (alpha-2-antiplasmin- SERPINF2, alpha-1-antiproteinase-
SERPINA1 eplasminogen activator inhibitor 1- SERPINE1; Figura 11a). TFPI2, por sua vez,
interage com proteinas relacionadas a coagulacao (coagulation factors XI and XII precursor -
F11 e F12, coagulation factor VII - F7), precursor de plasminogénio (PLG) e ativador de
plasminogénio tipo tecido (PLAT; Figura 11b). A proteina de ligacdo a galectina-3 interage
com proteinas que desempenham papéis na inibicdo de protease (SERPINA3-1, plasminogen
activator inhibitor 1 - SERPINEL, alpha-1-antiproteinase - SERPINA1 e metalloproteinase
inhibiitor 1 — TIMP-1) e com clusterina, outra proteina superexpressa em animais de baixa
fertilidade com pontuacdo VIP superior a 1,5 (Figura 11c). Finalmente, o NT5E interage com
enzimas, tais como desaminases (ADA, AMPD1 e AMPD2) e ectonucleotidases ENPP1le
ENPP3; Figura 11d).
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Figura 10. Anéalise in silico de interagdes proteina-proteina de acordo com a plataforma STRING (http://string-
db.org). As interacOes de proteinas associadas a alta fertilidade de touros com escore VIP > 1,5 foram realizadas:
(a) C-type natriuretic peptide (NPPC); (b) Metalloproteinase inhibitor 2 (TIMP-2); (c) Binder of Sperm Protein 5
(BSP5) e (d) Sulthydryl oxidase (QSOX1).
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Figura 11. Analise in silico de interacBes proteina-proteina de acordo com a plataforma STRING (http://string-
db.org). As interacOes de proteinas associadas a baixa fertilidade de touros com escore VIP > 1,5 foram
realizadas: (a) Clusterin (CLU); (b) Tissue factor pathway inhibitor 2 (TFPI2); (c) Galectin-3-binding protein
(LGAL3SBP); (d) 5 -nucleotidase (NT5E).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, uma abordagem Shotgun, livre de marcacdo e DDA permitiu a
descricdo de 1.159 proteinas e esta €, até agora, a lista mais ampla do proteoma de plasma
seminal bovino. Estudos realizados em seres humanos descreveram mais de 4.000 proteinas de
fluido seminal (GILANY et al., 2015). Pesquisas semelhantes estdo sendo feitas para alcancar
0 mapeamento completo do proteoma de tecidos e 6rgdos humanos (OMENN, 2017; UHLEN
et al., 2015; THUL et al., 2017). Além disso, foram detectadas proteinas seminais especificas
com diferentes perfis de expressdo em touros com fendtipos contrastantes de fertilidade
determinados in vivo.

Os principais processos bioldgicos e funcGes moleculares (regulagdo e processo
celular e atividades de ligacdo e catalitica, respectivamente) das proteinas seminais relacionam-
se com sua participacdo em eventos reprodutivos, como protecdo celular, motilidade e
capacitacdo espermaticas, reacdo acrossomica, fertilizacdo e desenvolvimento embrionario
inicial. Estudos prévios identificaram algumas das proteinas descritas no presente estudo.
Assumpcéo et al. (2005) e Kelly et al. (2006) identificaram, respectivamente, 11 e 99 proteinas
no liquido seminal do touro, dentre as quais oito e 63 dessas proteinas foram identificadas
também, respectivamente, no presente estudo. Mais tarde, Rego et al. (2014) e Westfalewicz et
al. (2016) relataram 46 e 84 proteinas respectivamente no plasma seminal de touro, sendo 36 e
72 também descritas neste trabalho.

Nos seres humanos, um esforco significativo tem sido feito para mapear todo o
proteoma de tecidos e fluidos, incluindo o plasma seminal (PILCH; MANN, 2006). Os autores
levantam a hipétese de que, embora existam até 10.000 proteinas presentes no plasma seminal
humano, apenas cerca de 4.000 foram identificadas até o momento (GILANY et al., 2015;
BATRUCH et al., 2011; CARRELL et al., 2016). Na espécie bovina, avancos significativos
foram alcancados para entender o proteoma espermatico, como Peddinti et al. (2008), que
identificaram mais de 3.000 proteinas nos espermatozoides ejaculados. A investigacdo do
proteoma de plasma seminal do touro esté atrasada significativamente quando comparada a dos
seres humanos. Assim, os esforcos devem ser levados em direcdo a este objetivo, uma vez que
os componentes do plasma seminal desempenham papéis vitais na fisiologia do
espermatozoide. Estudos de composicdo proteica de uma mistura tdo complexa quanto o
plasmaseminal ajudam a esclarecer mecanismos relacionados a infertilidade do macho, que vém

causando grandes perdas econémicas ao redor do mundo.
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5.1 Proteinas superexpressas em touros de alta fertilidade

De acordo com a andlise estatistica multivariada, as proteinas identificadas como
mais abundantes em touros HF foram: proteina de ligacéo espermatica - 30kDa (BSP5), inibidor
de metaloproteinase 2 (TIMP-2), peptideo natriurético de tipo C (NPPC) e sulfidrila oxidase
(SQOX1). Essas proteinas apresentaram VIP> 1,5 e, portanto, sdo os melhores candidatos a
marcadores associados ao fendtipo de alta fertilidade dos touros.

BSP5 pertence a familia Binder of Sperm Protein (BSP) e, juntamente com BSP1 e
BSP3, esta familia de proteinas compde cerca de 60% de todas as proteinas do plasma seminal
de touro (MANJUNATH; SAIRAM; UMA, 1987; MANJUNATH et al., 2009; MOURA et al.,
2006; REGO et al., 2014). As BSPs sdo secretados pelas glandulas sexuais acessorias e, apos a
ejaculacdo, se ligam ao espermatozoide (SOUZA et al., 2008) e induzem o efluxo de colesterol
da membrana espermatica, um passo essencial para a capacitacdo. As BSPs também medeiam
a interacdo do espermatozoide com o epitélio ovidutal (SUAREZ, 2016) e estudos mostram que
a BSP1, especificamente, afeta tanto a fertilizagdo quanto o desenvolvimento inicial de
embrides bovinos in vitro (RODRIGUEZ-VILLAMIL et al., 2016). A andlise in silico aponta
para interacOes significativas entre BSP5 e inibidores de metaloproteinases, como o TIMP-2,
ambos descritos com maior abundancia em touros de alta fertilidade. Além disso, parece existir
um link entre BSP5 e 0 homodlogo da proteina expressa em odécitos (OOEP), sustentando a
atividade da BSP5 durante a fertilizacdo.

Os inibidores de metaloproteinase (TIMPS) regulam véarios processos bioldgicos, e
algumas proteinas desta familia desempenham papéis durante a fusdo entre espermatozoide e
odcito de ratos (CORREA et al., 2000). A TIMP-3 controla o grau de implantacéo de trofoblasto
no utero de murinos (LECO; EDWARDS; SCHULTZ, 1996), e a TIMP-2 no plasma seminal
bovino tem correlacdo negativa com a morfologia espermatica e a viabilidade de membrana
espermatica apés o descongelamento (MC CAULEY et al.,, 2001 ). Além disso, em
espermatozoides de touros tratados com proteinas de ligacdo a heparina (antigeno associado a
fertilidade — AAF - e TIMP-2), observou-se 0 aumento nas taxas de gravidez apds a
inseminacao artificial (ALVAREZ-GALLARDO et al., 2013).

NPPC pertence a uma familia de pequenos peptideos que participam da natriurese
e diurese por vasodilatagdo (POTTER et al., 2009). Alguns autores descreveram maior
concentragdo de NPPC em tecidos reprodutores masculinos, quando comparados a outros
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orgdos humanos e suinos (NIELSEN et al., 2005). NPR-B (um receptor NPPC) esta presente
no acrossoma e na cauda do espermatozoide humano e, portanto, é plausivel que o NPPC do
plasma seminal se liga ao seu receptor, estimulando assim a GMP intracelular e a motilidade
espermatica (XIA et al., 2016). A analise in silico mostrou interacfes entre NPPC e seus
receptores.

QSOX1 é uma enzima que atua na reducdo da molécula de oxigénio em peroxido
de hidrogénio, formando ligacGes dissulfeto em proteinas e peptideos (OTROWSKI et al.,
1979). No trato reprodutivo masculino, a QSOX1 protege a estrutura e a funcdo dos
espermatozoides, através da oxidacdo de grupos sulfidrila que podem causar danos aos
espermatozoides (CHANG et al., 1975). Varios autores sugerem que QSOX ¢é crucial para a
fisiologia do espermatozoide e que sua desregulacdo pode estar associada a falhas na
espermatogénese (CORNWALL et al., 1988; TURY et al., 2006). Com base na analise in silico,
QSOX1 interage com varios tipos de glicoproteinas presentes na membrana celular. Assim, as
proteinas do plasma seminal BSP5, TIMP-2, NPPC e QSOX1 participam de eventos
importantes relacionados a reproducdo, o que explica, pelo menos parcialmente, suas
associagdes com a fertilidade de touros.

Um estudo anterior descreveu uma relagdo quadratica entre a concentracdo de BSP5
no fluido das glandulas sexuais acessorias e o status de fertilidade dos touros (MOURA et al.,
2006). Isso indica que quantidades crescentes de BSP5 sdo benéficas, mas muito BSP5 no
sémen torna-se prejudicial para a fertilidade. De fato, as experiéncias in vitro confirmam que
BSPs sdo necessarias para a fisiologia espermatica, mas, quando as células sdo expostas a altas
concentracdes de BSP e por longos periodos de tempo, o0s espermatozoides perdem
excessivamente o colesterol e os fosfolipidios da membrana, tornando-se menos viaveis
(PLANTE et al., 2016; MENEZES et al., 2017). Considerando esses fatos, sugerimos que a
quantidade de BSP5 presente nos touros do nosso estudo ndo foi suficientemente alta para

exercer efeitos negativos sobre a fertilidade.

5.2 Proteinas superexpressas em touros de baixa fertilidade

Baseado em analise estatistica multivariada, a clusterina (CLU), o inibidor da via
do fator tecidual 2 (TFPI2), a proteina de ligacédo a galectina-3 (GAL3BP) e a 5'-nucleotidase
(NT5E) apresentaram VIP> 1,5, indicando sua contribuicdo principal para a definicdo de
fendtipo da fertilidade do touro.
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A CLU é uma chaperona e protege o espermatozoide contra o ataque mediado pelo
complemento (BAILEY et al., 2002) e tambem contra os efeitos da precipitacdo proteica
(HUMPHREYS et al., 1999). Esta proteina contribui para a remogdo de espermatozoides
defeituosos e é um indicador da mé qualidade do sémen em touros (SHOJAEI SAADI et al.,
2013), carneiros (IBRAHIM; FOSTER; CRABO, 2001), homens (ZALATA et al. , 2012),
garanhdes (NOVAK et al., 2010) e catetos (SANTOS et al., 2014). Além disso, a CLU do
plasma seminal esta inversamente associada ao nimero de espermatozoides normais em touros
de bovinos (BOE-HANSEN et al., 2015) e existe uma associagdo positiva entre a morfologia
anormal da cabeca do espermatozoide e a expressdo da proteina apds isolamento escrotal de
touros de Holstein (SHOJAEI SAADI et al., 2013). Com base na andlise in silico, a CLU
interage com diversas moléculas, algumas encontradas no trato reprodutivo e células
germinativas de touros, como serpinas, albumina, TIMP, alfa-2-HS-glicoproteina. CLU
também interage com proteina de ligacdo de galectina-3, outra proteina encontrada no presente
estudo, superexpressa no plasma seminal de touros de baixa fertilidade.

TFPI-2 é um inibidor de protease de serina, também conhecido como matrix-
associated serine protease inhibitor (MSPI; SPRECHER et al., 1994). A TFPI-2 é um dos
produtos da degradacdo PP5 (proteina placentaria 5) (MIYAGI et al., 1994), que, por sua vez,
é uma glicoproteina placentaria associada a coagulacao e ao sistema fibrinolitico (SALEM et
al., 1981). Alguns autores sugeriram que o PP5 atua nos mecanismos de coagulacdo e
liquefagdo no plasma seminal humano (SALEM et al., 1984). A andlise in silico mostra que a
atividade TFPI-2 esta ligada a proteinas que atuam na coagulacdo. Assim, ha evidéncias
experimentais suficientes em relacdo a associacdo inversa que detectamos entre CLU e
fertilidade de touros. No entanto, novos estudos ainda sdo necessarios para explicar se a TFPI-
2 tem relagdo causal com baixa fertilidade em touros.

NT5E é uma enzima glicosilada ja descrita no plasma seminal de touros
(SCHEIMANN et al., 1994) e participa da hidrolise de AMP, estimulando a mobilidade e a
capacitacdo espermaticas (ADEOYA-OSIGUWA; FRASER , 2000). A analise in silico
mostrou interagdo com outras enzimas, como deaminases e fosforilases.

A GAL3BP pertence a familia das lectinas ligadoras de beta-galactosidase,
expressas em varias células e tecidos (KRZESLAK; LIPINSKA, 2004). Esta molécula ja foi
encontrada no fluido epididimario de touros holandeses maduros (MOURA et al., 2010). A
andlise in silico detectou interacdo entre proteina de ligacdo de galectina-3 e clusterina, que

também apresentou superexpressdo em animais de baixa fertilidade.
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Nos seres humanos, a GAL3BP 3 seminal desempenha varios papéis associados a
liquefacdo do sémen, motilidade espermatica, angiogénese no trato reprodutivo feminino e,
ainda, atua como agente pro-inflamatério (KOVAK et al., 2014). O plasma seminal interage
com o trato reprodutivo feminino, estimulando a expressao génica e as alteragdes celulares do
sistema imunoldgico, influenciando a fertilidade e o desenvolvimento embrionério.
(ROBERTSON; SHARKEY, 2016 - revisdo). As proteinas do plasma seminal interagem com
celulas epiteliais do endométrio, induzindo ou suprimindo varios mMRNAs. Este evento causa
sintese de citoquinas e quimiocinas que recrutam células imunoldgicas do sangue para o limen
endometrial (SCHJENKEN et al., 2015). Além de limpar o ambiente, essas células imunes
atuam na selecdo dos espermatozoides mais aptos para fertilizacdo (MOLDENHAUER et al.,
2009). As células dendriticas, um tipo de células imunes, transportam antigenos do liquido
seminal até as células T reguladoras (Treg), que ativam linfonodos locais. As células Treg
migram, através do sangue, para 0 endométrio e promovem a receptividade endometrial para a
implantacdo de embribes, uma vez que 0 embrido expressa 0s mesmos antigenos presentes no

plasma seminal.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo é uma visdo abrangente do proteoma do plasma seminal do touro.
Os resultados descritos representam uma grande contribuigéo para a construcdo de um banco
de dados das proteinas seminais bovinas. Além da vasta lista de proteinas seminais, foram
identificados dois indicadores de fertilidade distintos no presente estudo: um discriminador de
touros de alta e baixa fertilidades e um preditor de classificagdo para 0 mesmo fendtipo.
Foram identificadas 1.159 proteinas do plasma seminal de touros holandeses (Bos
taurus), 1.061 nunca citadas anteriormente. Destas, 8 proteinas representam potenciais
discriminadores de fenétipo de fertilidade. Inclui-se a BSP-5 e clusterina como potenciais
biomarcadores de alta e baixa fertilidades, respectivamente. Apds compreender 0s mecanismos
moleculares das proteinas especificas, aquelas determinadoras de alta fertilidade podem ser
testadas em sémen de baixa fertilidade. Proteinas marcadoras de sémen de baixa fertilidade
podem ser utilizadas para selecionar os touros de baixa fertilidade com alto valor genético que
possam precisar de tratamento previamente a inseminacao artificial.
Uma vez validado o preditor de classificacdo de fertilidade de touros baseado na
abundancia de proteinas correlacionadas ao fendtipo, podera ser utilizado para antecipar a
selecdo de touros nas centrais de reproducao animal ou tratar os touros que apresentem baixa

fertilidade e alto valor genético agregado.
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APENDICE A - PROTEINAS DO PLASMA SEMINAL DE BOVINOS

Proteinas identificadas por espectrometria de massas por DDA (aquisi¢cdo dependente de dados) livre de marcagdes e ferramentas de bioinformatica (Progenesis QI e banco de
dados UniProt). A lista de proteinas inclui proteinas identificadas exclusivamente em animais de alta (high fertility - LF) e baixa (low fertility - LF) fertilidades, assim como
proteinas comuns (C) a ambos 0s grupos.

Nunzﬂ’r?igﬁoagesso Descricao Grupo C"tgg/g“ ra #Peptideos #Unicas Pe?g]g:;j 10
tr|A7Z057|A7Z057_BOVIN 14-3-3 protein gamma HF 17 4 1 28303
P68252|1433G_BOVIN 14-3-3 protein gamma HF 17 4 1 28253
QO0V(C36|1433S_BOVIN 14-3-3 protein sigma HF 13 4 1 27849
Q3SZ14|1433T_BOVIN 14-3-3 protein theta HF 11 4 0 27764
tr[BOJYM5|BOJYM5_BOVIN 14-3-3 protein theta HF 11 4 0 27764
P63103|1433Z_BOVIN 14-3-3 protein zeta/delta C 52 13 10 27745
A8YXY3|SEP15_BOVIN 15 kDa selenoprotein HF 32 3 3 17975
tr[FIMLV1|FIMLV1 BOVIN 26S protease regulatory subunit 10B HF 4 1 1 44173
Q2KIW6|PRS10_BOVIN 26S protease regulatory subunit 10B HF 4 1 1 44074
P56701|PSMD2_BOVIN 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 HF 2 1 1 100258
Q3ZBZ1|CAB45 BOVIN 45 kDa calcium-binding protein C 70 18 18 41106
tr[FIN2L9|FIN2L9_BOVIN 4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase C 2 1 1 53991
Q2KJH9|AL9A1 BOVIN 4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase C 2 1 1 53977
Q059275NTD_BOVIN 5'-nucleotidase C 61 31 16 62966
tr|G3MZC1|G3MZC1_BOVIN 5'-nucleotidase (Fragment) HF 54 18 3 35982
Q75WB5|OPLA_BOVIN 5-oxoprolinase LF 1 1 1 137465
tr[FIME97|FIME97_BOVIN 5-oxoprolinase LF 1 1 1 137354
tr|Q32Cl14|Q3zCI4_BOVIN 6-phosphogluconate dehydrogenase decarboxylating HF 2 1 1 53077
tr|FIMKH8|FIMKH8_BOVIN 72 kDa type IV collagenase C 10 2 2 73848
QOVCX2|GRP78_BOVIN 78 kDa glucose-regulated protein C 20 11 9 72400
tr[FAMM80|FIMM80_BOVIN Abnormal spindle-like microcephaly-associated protein C 0 1 1 405871
homolog
P62285|ASPM_BOVIN Abnormal spindle-like microcephaly-associated protein HF 0 1 1 395924
homolog (Fragment)
tr]AOJND7|A0JND7_BOVIN ABO blood group (Transferase A alpha 1-3-N- LF 9 2 2 41926
acetylgalactosaminyltransferase
P23795|ACES_BOVIN Acetylcholinesterase C 2 3 0 67664
Q17QB3JASAHL1_BOVIN Acid ceramidase LF 21 6 6 44965



tr[G3M8V1|G3M8V1_BOVIN
Q3ZC91JASM3A_BOVIN
trFIMUI5[FIMUI5_BOVIN
tr|P79343|P79343_BOVIN
P01000[IAC1_BOVIN
tr|Q32KR2|Q32KR2_BOVIN
tr/A4IFM8|A4IFM8_BOVIN
Q3ZCO07]JACTC_BOVIN
P68138JACTS_BOVIN
P60712JACTB_BOVIN
P63258|ACTG_BOVIN
ABQQVI|AF1L1 BOVIN
E1BNG3|ASCC3_BOVIN
tr[Q3MHY9|Q3MHY9_BOVIN
P07107|ACBP_BOVIN
tr|Q2NKZ3|Q2NKZ3_BOVIN
P00570[KADL_BOVIN
062827|ADML_BOVIN
tr|BOJYQO|BOJYQO_BOVIN
tr|Q5E962|Q5E962_BOVIN
Q5EAT9GALM_BOVIN
P16116JALDR_BOVIN
tr/A4FUG6B|A4FUGE_BOVIN
P09487|PPBT_BOVIN
tr/Q28921/Q28921_BOVIN
tr[Q5GN72|Q5GN72_BOVIN
Q3SZR3|A1AG_BOVIN
tr/Q27983|Q27983_BOVIN
P34955|A1AT_BOVIN
Q2KJF1/A1BG_BOVIN
P28800JA2AP_BOVIN
P12763[FETUA_BOVIN
tr|[BOJYN6|BOJYN6_BOVIN
Q7SIH1/A2MG_BOVIN

Acid phosphatase type 5

Acid sphingomyelinase-like phosphodiesterase 3a
Acid sphingomyelinase-like phosphodiesterase 3a
Acrosin

Acrosin inhibitor 1

Acrosomal vesicle protein 1

Actin alpha 1 skeletal muscle

Actin alpha cardiac muscle 1

Actin alpha skeletal muscle

Actin cytoplasmic 1

Actin cytoplasmic 2

Actin filament-associated protein 1-like 1
Activating signal cointegrator 1 complex subunit 3
ACTRI1A protein (Fragment)

Acyl-CoA-binding protein

ADAM metallopeptidase domain 32

Adenylate kinase isoenzyme 1

ADM

ALB protein

Aldo-keto reductase family 1 member B1

Aldose 1-epimerase

Aldose reductase

ALG2 protein

Alkaline phosphatase tissue-nonspecific isozyme
Alpha 1-antichymotrypsin (Fragment)
Alpha-1-acid glycoprotein

Alpha-1-acid glycoprotein

Alphal-antichymotrypsin isoform pHHK11 (Fragment)

Alpha-1-antiproteinase
Alpha-1B-glycoprotein
Alpha-2-antiplasmin
Alpha-2-HS-glycoprotein
Alpha-2-HS-glycoprotein
Alpha-2-macroglobulin
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38237
51221
51175
41722
7379
28953
42023
42019
42051
41737
41793
85931
250763
41463
10044
82546
21664
20963
69294
36050
37614
35919
46831
57193
28571
23158
23182
22711
46104
53554
54711
38419
38419
167575
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Q3B7N2JACTN1_BOVIN
QIXSJ4ENOA_BOVIN
tr[F1MBO8|F1IMB08_BOVIN
tr|G5E5M8|G5E5M8_BOVIN
tr|[ELBHPO|ELBHPO_BOVIN
trFIMWTO|FIMWTO_BOVIN
tr/ABYXY9|A8YXY9_BOVIN
Q58DHIINAGAB_BOVIN
tr[QIRMM9|Q1IRMM9_BOVIN
tr|QO8E54|Q08E54_BOVIN
tr/A6HBEX2JA6H6X2_BOVIN
tr[Q2NKV1|Q2NKV1_BOVIN
P10152/ANG1_BOVIN
P80929|ANG2_BOVIN
tr[Q9BDG1/QIBDGL_BOVIN
tr|F1IMQJO|FIMQJO_BOVIN
P15497|APOA1_BOVIN
tr[V6F9A2|VEFIA2_BOVIN
P81644/APOA2_BOVIN
QO8DD1JARSA_BOVIN
Q148F3|ARSK_BOVIN
Q2HJH1|DNPEP_BOVIN
tr[Q3MHZ3|Q3MHZ3_BOVIN
tr/A7E3TS|A7E3T8_BOVIN
tr[B2D1N9|B2D1N9_BOVIN
Q32PF2|JACLY_BOVIN
P17453|BP1_BOVIN
trFIMQ17|FIMQ17_BOVIN
tr[Q3ZBX0|Q3ZBX0_BOVIN
Q5EA01|BAGAL_BOVIN
P01888/B2MG_BOVIN
tr/A7LM96|A7LM96_BOVIN
tr|G3N236|G3N236_BOVIN
tr[G8CY17|G8CY17_BOVIN

Alpha-actinin-1

Alpha-enolase

Alpha-enolase

Alpha-mannosidase

Alpha-mannosidase

Alpha-mannosidase

Alpha-mannosidase
Alpha-N-acetylgalactosaminidase
Alpha-N-acetylgalactosaminidase

Amyloid beta (A4) protein

ANG2 protein

Angiogenin ribonuclease RNase A family 5
Angiogenin-1

Angiogenin-2

Angiotensin | converting enzyme (Fragment)
Angiotensin-converting enzyme (Fragment)
Apolipoprotein A-I

Apolipoprotein A-I

Apolipoprotein A-11

Arylsulfatase A

Arylsulfatase K

Aspartyl aminopeptidase

ATP6AP1 protein (Fragment)

ATP-binding cassette sub-family G member 2
ATP-binding cassette sub-family G member 2
ATP-citrate synthase

Bactericidal permeability-increasing protein
Bactericidal permeability-increasing protein (Fragment)
Basigin

Beta-1 4-glucuronyltransferase 1
Beta-2-microglobulin

Beta-defensin

Beta-defensin (Fragment)

Beta-defensin (Fragment)
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102980
47326
47284

115130

115228

115861
85396
46533
46561
78597
17155
17004
16970
14522
14326

141241
30276
30276
11202
53807
61361
51828
51519
73078
73097

119789
53442
49002
29773
47231
13677

9310

10056

10785
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tr[G8CY19|G8CY19_BOVIN
tr|G8CY20|G8CY20_BOVIN
tr[FIMBP7|FIMBP7_BOVIN
P46168|DFB10_BOVIN
P46169|DFB11_BOVIN
Q32P86|DB119_BOVIN
P46170|DFB12_BOVIN
tr|G8CY12|G8CY12_BOVIN
tr|G8CY08|G8CY08_BOVIN
tr[G8CY14|G8CY14_BOVIN
P46171|DFB13_BOVIN
trG8CY09|G8CY09_BOVIN
tr|Q5W5H4|Q5W5H4_BOVIN
018815|DFBC7_BOVIN
tr/A5SD7U5|A5D7U5_BOVIN
tr[FIMUF4|FIMUF4_BOVIN
tr[FIMDX6|FIMDX6_BOVIN
tr/018974/018974_BOVIN
tr/ASKMY8JA3KMY8_BOVIN
trH7BWW2|H7BWW2_BOVIN
tr[ELBOES|EIBIES_BOVIN
QOV8R6|HEXA_BOVIN
Q51597|BHMT1_BOVIN
Q29444|[MANBA_BOVIN
tr/A6QLBOJA6QLBO_BOVIN
P13600|NGF_BOVIN
tr[F1IMIM4|FIMIM4_BOVIN
A6QQ07|BTD_BOVIN
tr/ASD7KOJA5D7K0_BOVIN
Q2KJH1|BMP4_BOVIN
tr[ESDCUS[ESDCUS_BOVIN
tr|Q51419|Q51419_BOVIN
Q8SPU5|BPIAL_BOVIN
Q8SPF8|BPIB1_BOVIN

Beta-defensin (Fragment)

Beta-defensin (Fragment)

Beta-defensin 10

Beta-defensin 10

Beta-defensin 11

Beta-defensin 119

Beta-defensin 12

Beta-defensin 126 (Fragment)
Beta-defensin 126 (Fragment)
Beta-defensin 129 (Fragment)
Beta-defensin 13

Beta-defensin 132

Beta-defensin 405 (Fragment)
Beta-defensin C7 (Fragment)
Beta-galactosidase

Beta-galactosidase

Beta-galactosidase (Fragment)
Beta-galactoside alpha-2 6-sialyltransferase
Beta-glucuronidase

Beta-hexosaminidase
Beta-hexosaminidase
Beta-hexosaminidase subunit alpha
Betaine--homocysteine S-methyltransferase 1
Beta-mannosidase

Beta-mannosidase

Beta-nerve growth factor

Biotinidase

Biotinidase

BLVRA protein

Bone morphogenetic protein 4

Bone morphogenetic protein 4 (Fragment)
Bone morphogenetic protein 4 (Fragment)
BPI fold-containing family A member 1
BPI fold-containing family B member 1
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11397
9237
6954
6928
6507
9805
4106
9374

11183

17856
4450
9337
4775
5650

73475

73475

75483

46246

74470

61262

62467

60353

44878

101176
101124

26669

58310

58353

33644

46626

42751

44544

26576

51700
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trFIMLW2JFIMLW2_BOVIN
P80724|BASP1_BOVIN
P39873RNBR_BOVIN
Q95106/BDNF_BOVIN
tr|FIN7QOJFIN7Q0_BOVIN
tr|046625|046625_BOVIN
tr|/A6H758|A6H758_BOVIN
Q3SX46|C1GLC_BOVIN
tr/ASPJL8|ASPILS_BOVIN
Q6R8F2|CADH1_BOVIN
tr|FIN619|FIN619_BOVIN
trFIMGE7|FIMGE7_BOVIN
tr[EIBMQ6|ELBMQ6_BOVIN
P62157|CALM_BOVIN
tr[FIMLH6|FIMLH6_BOVIN
tr/A5D7J6|A5D7J6_BOVIN
P52193|CALR_BOVIN
P06833|PYY2_BOVIN
P00517|KAPCA_BOVIN
P00514|KAPO_BOVIN

PO0515|KAP2_BOVIN

P00921/CAH2_BOVIN
tr[FINOH3|FINOH3_BOVIN
tr[ELBN79|E1BN79_BOVIN
trFIMIM4/FIMIM4_BOVIN

trA6BML7|A6BML7_BOVIN
Q17QK3|CBPQ_BOVIN

tr[Q6VANS|Q6VANS_BOVIN

tr[Q6VAN7|Q6VAN7_BOVIN

tr[Q6VANG|Q6VANG_BOVIN

tr[Q6VANS5|Q6VAN5_BOVIN

BPI fold-containing family B member 1

Brain acid soluble protein 1

Brain ribonuclease

Brain-derived neurotrophic factor

BTB (POZ) domain containing 12

BTrappin-2 protein (Fragment)

C11H9ORF9 protein

C1GALT1-specific chaperone 1

C1QTNF5 protein

Cadherin-1

Cadherin-1 (Fragment)

Calcium-transporting ATPase

Calcium-transporting ATPase

Calmodulin

Calmodulin

CALR protein

Calreticulin

Caltrin

cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit alpha
cAMP-dependent protein kinase type I-alpha regulatory
subunit

cAMP-dependent protein kinase type Il-alpha regulatory
subunit

Carbonic anhydrase 2

Carbonic anhydrase 2 (Fragment)

Carboxylic ester hydrolase

Carboxylic ester hydrolase

Carboxypeptidase

Carboxypeptidase Q

Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1
Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1
isoform 3Ls

Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1
isoform 3S

Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1
isoform 3Ss
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51716
23011
18450
28174
197631
14324
25006
36441
25349
97938
91860
109266
109321
16838
16847
48098
48039
8976
40620
42893

45094

29114
27750
64339
67021
53981
51679
47944
47167

40857

40080
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tr|J9USU3JJ9USU3_BOVIN
P07688/CATB_BOVIN
trFIMMR6|FIMMR6_BOVIN
tr[QOVCU3|QOVCU3_BOVIN
P25975/CATL1_BOVIN
tr[BOJYNL/BOJYNL_BOVIN
Q5E998|CATL2_BOVIN
P25326|CATS_BOVIN
tr|ASPJF7|ASPIF7_BOVIN
P28291|CCL2_BOVIN
trFIMQT9|FIMQT9_BOVIN
tr[Q32PA1|Q32PAL_BOVIN
P30932/CD9_BOVIN
tr/A6QLC4|A6QLC4_BOVIN
tr/A6QP71/A6QP71_BOVIN
tr[QOVCES|QOVCES_BOVIN
tr|Q148D9|Q148D9_BOVIN
tr|Q66L13|Q66LI3_BOVIN
tr|[ELBJ15|ELBJI15_BOVIN
Q9TU23|CE290_BOVIN
Q1ZYRO|CLN5_BOVIN
QIXSA7|CLIC4_BOVIN
tr[Q32LC5/Q32LC5_BOVIN
P49951|CLH1_BOVIN
tr[FIMPUO|FIMPUO_BOVIN
P17697|CLUS_BOVIN
Q28107|FA5_BOVIN
trFIMTT3|FIMTT3_BOVIN
Q3SYW2|CO2_BOVIN
tr[QOV7N2|QOV7N2_BOVIN

trAOAOAOMP91|AOAOAOMPI1_BOVIN

Q2UVX4|CO3_BOVIN
P81187|CFAB_BOVIN
Q28085|CFAH_BOVIN

Cardiomyopathy associated protein 3 (Fragment)
Cathepsin B

Cathepsin D

Cathepsin F

Cathepsin L1

Cathepsin L2

Cathepsin L2

Cathepsin S

C-C motif chemokine

C-C motif chemokine 2

CD44 antigen (Fragment)

CD59 molecule complement regulatory protein
CD9 antigen

CDHL1 protein

CDH15 protein

CEACAMS protein

Cellular repressor of E1A-stimulated genes 1
CENP-C (Fragment)

Centrosomal protein of 290 kDa
Centrosomal protein of 290 kDa (Fragment)
Ceroid-lipofuscinosis neuronal protein 5
Chloride intracellular channel protein 4
CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 2
Clathrin heavy chain 1

Clathrin heavy chain 1 (Fragment)

Clusterin

Coagulation factor V

Coagulation factor XlI

Complement C2

Complement C2

Complement C2

Complement C3

Complement factor B

Complement factor H

ooooooLZ oo

W WNEFEP ONNENNEPEOWEDN

(2]
N

o OO W

W wWNNPFRPOOFEFPEPNNMNOODWENDN

a
©

o OO O

377297
36661
44705
50893
37347
37347
37393
37176
11100
11114
84147
13663
25258
97975
77042
40110
23948
37560

290363

171786
41227
28727
25830

191587

189936
51114

248981
67235
82906
86999
82907

187252
85366

140374
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tr[FIMC45|F1MC45_BOVIN

tr|AOAQ75TEJ1JAOAO75TEJ1_BOVIN

tr[FIMH70]FIMH70_BOVIN
trFIMVIOFIMVIO_BOVIN
Q28106|CNTN1_BOVIN
Q5EA61|KCRB_BOVIN
tr|A4IFS7|A4IFS7_BOVIN
P55206|ANFC_BOVIN
A7MBJI5|CANDL_BOVIN
tr[Q1IRMP3|Q1RMP3_BOVIN
tr|Q5DPW9|Q5DPW9_BOVIN
P01035|CYTC_BOVIN
tr/Q32LP8|Q32LP8_BOVIN
tr/Q3ZCL0|Q3ZCLO_BOVIN
QOIIF9|CP2U1_BOVIN
tr[FIMFI9|F1IMFI9_BOVIN
Q3ZC84/CNDP2_BOVIN
tr/A5D986|A5D986_BOVIN
tr/A6QQL7|A6QQL7_BOVIN
trFIMDM6|FIMDM6_BOVIN
tr/A6QPL7|A6QPL7_BOVIN
Q58CX7|DIAIR_BOVIN
P56541|DNS2A_BOVIN
tr[F1MZ33|F1MZ33_BOVIN
trFIMZF2|F1IMZF2_BOVIN
P33545|DSC2_BOVIN
tr/AOIN77JA0JN77_BOVIN
tr|FIN455|F1N455_BOVIN
P81425|DPP4_BOVIN
Q10741JADA10_BOVIN

O77780|ADAM2_BOVIN

A3KMXO|ER6L2_BOVIN
Q2NL21|DJC11_BOVIN

Complement factor H (Fragment)

Complement regulatory protein variant
Condensin complex subunit 2

Contactin-1

Contactin-1

Creatine kinase B-type

CTSL1 protein

C-type natriuretic peptide

Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1
CutA divalent cation tolerance homolog (E. coli)
Cystatin E/M

Cystatin-C

Cysteine-rich secretory protein 2

Cysteine-rich secretory protein 2

Cytochrome P450 2U1

Cytochrome P450 2U1

Cytosolic non-specific dipeptidase

Cytosolic sialic acid 9-O-acetylesterase homolog
DCNZ1-like protein

DCNZ1-like protein

DDN protein

Deleted in autism-related protein 1 homolog
Deoxyribonuclease-2-alpha
Deoxyribonuclease-2-alpha

Desmocollin-2

Desmocollin-2 (Fragment)

Dihydroxyacetone kinase 2 homolog (S. cerevisiae)
Dipeptidyl peptidase 1

Dipeptidyl peptidase 4

Disintegrin and metalloproteinase domain-containing
protein 10

Disintegrin and metalloproteinase domain-containing
protein 2

DNA excision repair protein ERCC-6-like 2
DnaJ homolog subfamily C member 11
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96593
46808
80694
113306
113385
42719
37150
13291
136375
16347
16356
16265
27143
27453
61997
62031
52655
59703
28293
28278
66094
48095
40282
40266
100553
95875
59160
51979
88370
84188

83151

176298
63237



tr|FINO36|FIN036_BOVIN
trV6F7Z2|V6F7Z2_BOVIN
tr/ABQNX2|A6QNX2_BOVIN
tr|Q5HOM6|Q5HIME_BOVIN
P61285[DYL1_BOVIN
Q3MHR3|DYL2_BOVIN
ABQQP7|DYSF_BOVIN
trFIN7D7|FIN7D7_BOVIN
A5D7F8|SH3R1_BOVIN
ALA4K5[ENPP2_BOVIN

P15396[ENPP3_BOVIN
tr|G8JKZ1|G8IKZ1_BOVIN

Q5E9R3|EHDL_BOVIN
trA7YY77]A7YY77_BOVIN
tr|Q3SZQ8|Q35ZQ8_BOVIN

tr/Q5J801|Q5J801_BOVIN

Q95M18|ENPL_BOVIN

002775[EAP_BOVIN
Q3ZC64|EFNAL_BOVIN
P79345|NPC2_BOVIN
tr/A6QLT7]A6QLT7_BOVIN
tr/A7E323|A7E323_BOVIN
P31976[EZRI_BOVIN
tr[FINOQ7|FINOQ7_BOVIN
Q71SP7|FAS_BOVIN
tr|077779|077779_BOVIN
tr|Q2KJ89|Q2KJ89_BOVIN
Q5EA62|FBLN5_BOVIN
tr|Q5FX62|Q5FX62_BOVIN
AB6QLR4|FLOT2_BOVIN
tr|G3X6TIG3X6T9_BOVIN
P02702[FOLR1_BOVIN

DnaJ homolog subfamily C member 3

Down syndrome cell adhesion molecule like 1
DPP7 protein

Dynein heavy chain (Fragment)

Dynein light chain 1 cytoplasmic

Dynein light chain 2 cytoplasmic

Dysferlin

Dystroglycan

E3 ubiquitin-protein ligase SH3RF1
Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family
member 2

Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family
member 3

Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family
member 3

EH domain-containing protein 1

ENDOD1 protein

Endopin 2

Endopin 2B

Endoplasmin

Enteric beta-defensin

Ephrin-Al

Epididymal secretory protein E1

EXOCS6 protein

EXOSC10 protein

Ezrin

Farnesyl pyrophosphate synthase

Fatty acid synthase
Fertilin alpha (Fragment)

Fibulin 5

Fibulin-5

FLICE-like inhibitory protein

Flotillin-2

Flotillin-2 (Fragment)

Folate receptor alpha

HF
HF
HF
HF
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35
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57731
230459
53642
501567
10366
10350
239311
97309
87592
101717

99523

99495

60682
54868
47034
47002
92427
7127
23838
16640
93322
80336
68760
95682
274552
89905
50178
50164
55554
46995
42328
27922
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tr|[E1BJL8JE1BILS_BOVIN
trF1IMT42|FIMT42_BOVIN
Q3SZB7|F16P1_BOVIN
tr/A6QLLS|A6QLLS_BOVIN
tr[Q3ZBY4|Q3ZBY4_BOVIN
ABH768|GALK1_BOVIN
ATE3W2|LG3BP_BOVIN
ABQPN6|GILT_BOVIN
trFIMAU3|FIMAU3_BOVIN
tr/ABQNJISJA6QNIS_BOVIN
Q863C3|GRP_BOVIN
trFIN1I16[FIN1I6_BOVIN
tr[F1IMJH1|FIMJH1_BOVIN
Q32LB5|GPRL1_BOVIN
Q3ZBD7|G6PI_BOVIN
Q2KHZ8|GLCM_BOVIN
tr[FIN1D5|FIN1D5_BOVIN
tr/QOP598|Q0P598_BOVIN
Q28120|QPCT_BOVIN
tr[FIMEM5|FIMEM5_BOVIN
Q32LQOJAMPE_BOVIN
tr[G3N2N9|G3N2N9_BOVIN
tr|G3X8D7|G3X8D7_BOVIN
tr[FIMCF5|FIMCF5_BOVIN
P37141|GPX3_BOVIN
QINOV4|GSTM1_BOVIN
trQ2K1V8|Q2KIV8_BOVIN
Q2KJE5|G3PT_BOVIN
tr/ASPKD6|ASPKD6_BOVIN
tr|QOVD58|Q0VD58_BOVIN
tr/A6QLI3|A6QLI3_BOVIN
tr/A41F70|A4IF70_BOVIN
tr|Q2HJI6|Q2HJI6_BOVIN
tr/A7TE3V7|A7E3V7_BOVIN

Folate receptor alpha

Follicle-stimulating hormone receptor

Fructose-1 6-bisphosphatase 1
Fructose-bisphosphate aldolase
Fructose-bisphosphate aldolase

Galactokinase

Galectin-3-binding protein
Gamma-interferon-inducible lysosomal thiol reductase
Gamma-interferon-inducible lysosomal thiol reductase
GANAB protein (Fragment)

Gastrin-releasing peptide

Gelsolin

Gelsolin

GLIPR1-like protein 1

Glucose-6-phosphate isomerase
Glucosylceramidase

Glucosylceramidase

Glutaminyl-peptide cyclotransferase
Glutaminyl-peptide cyclotransferase

Glutamyl aminopeptidase

Glutamyl aminopeptidase

Glutathione peroxidase

Glutathione peroxidase

Glutathione peroxidase (Fragment)

Glutathione peroxidase 3

Glutathione S-transferase Mu 1

Glutathione S-transferase mu 3 (Brain)
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase testis-specific
GNB4 protein

Golgi-localized protein

GOLSYN protein

GPR56 protein

Granulin

Guanine nucleotide-binding protein beta-1 subunit
(Fragment)

HF
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29753
78030
36728
39436
39382
42227
62127
27490
27548
109085
14934
85687
80703
27167
62855
59855
59841
41205
41224
109820
109801
25083
25341
15659
25663
25635
26850
43288
37537
57258
73752
76954
63054
37030
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P62871|GBB1_BOVIN
P11017|GBB2_BOVIN
P04896|GNAS2_BOVIN

P38409|GNA11_BOVIN
P38408|GNA14_BOVIN
tr[M5F109|M5F109_BOVIN
QOP565/HDDC2_BOVIN
tr|Q2YDE6|Q2YDES_BOVIN
Q2TBX4|HSP13_BOVIN
POCB32|HS71L_BOVIN
tr/A7E3S8|A7E3S8_BOVIN
P19120|HSP7C_BOVIN
tr|K8FK38|K8FK38_BOVIN
Q76LV2|HS90A BOVIN
tr|G3N2V5|G3N2V5_BOVIN
P34933|HSP72_BOVIN
Q3SZV7|HEMO_BOVIN
QIMYYO|HPSE_BOVIN
trFIN1G1|FIN1G1_BOVIN
Q5E9J1HNRPF_BOVIN
tr/A2VDN7|A2VDN7_BOVIN

tr[Q5W5U3|Q5W5U3_BOVIN
trFIMZV1|FIMZV1_BOVIN
trFIMIM3|FIMIM3_BOVIN
tr[ELBLX2[E1BLX2_BOVIN
trFIMNT3|FIMNT3_BOVIN
trQ2YDK3|Q2YDK3_BOVIN
trFIMTV1FIMTV1_BOVIN
tr|Q05B55/Q05B55_BOVIN
tr|[BOJYP6|BOJYP6_BOVIN
tr[Q3T101|Q3T101_BOVIN

Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit
beta-1

Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit
beta-2

Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha
isoforms short

Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11
Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-14
HCG1658583-like

HD domain-containing protein 2

HDLBP protein (Fragment)

Heat shock 70 kDa protein 13

Heat shock 70 kDa protein 1-like

Heat shock 70kD protein binding protein

Heat shock cognate 71 kDa protein

Heat Shock Protein 70 (Fragment)

Heat shock protein HSP 90-alpha

Heat shock protein HSP 90-beta

Heat shock-related 70 kDa protein 2

Hemopexin

Heparanase

Heparanase

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U (Scaffold
attachment factor A)
Hexokinase

Hexokinase

Hexokinase

Histone-lysine N-methyltransferase
Hormone-sensitive lipase
Hyaluronidase

Hyaluronidase

IGK protein

IGK protein

IGL@ protein
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HF
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37377

37331

45709

42070
41499
113815
23323
32663
51921
70389
41445
71241
69421
84731
82206
69740
52209
61077
61133
45689
90453

102207
102294
102579
186042
82639
62299
62281
26591
26320
24640
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tr[Q1RMNS|QIRMNS_BOVIN
Q701B2JRNS10_BOVIN
trF1IMUJ4FIMUJ4_BOVIN
Q2NL29|INO1_BOVIN
tr[B8QGI3|B8QGI3_BOVIN
tr/I3PGL3|I3PGL3_BOVIN
tr|Q2F6J3|Q2F6J3_BOVIN
tr|I6XXP7|I6XXP7_BOVIN
P07456|IGF2_BOVIN
P20959|IBP3_BOVIN
Q05717|IBP5_BOVIN
tr|F1NO26|F1N026_BOVIN
Q3TOP7|ITM2B_BOVIN
trQ2TBX9|Q2TBX9_BOVIN
trD3WYX5/D3WYX5_BOVIN

trjA2VDQO|A2VDQ0_BOVIN
tr|QOQEQ4|QOQEQ4_BOVIN
Q58CS8-2|GNPTG_BOVIN

P33545-2|DSC2_BOVIN
Q9BGI1-2|PRDX5_BOVIN

P23795-2|ACES_BOVIN
QIXT56|JAM1_BOVIN
tr)A6H7J0JA6H7J0_BOVIN
trJAOJNI2|A0INI2_BOVIN
Q5XQN5|K2C5_BOVIN
trMOQVZ6|MOQVZ6_BOVIN
trJA7YVI7|ATYVI7_BOVIN
tr[ELBEN3|ELBEN3_BOVIN
tr|G3X690|G3X690_BOVIN
tr[E1BG49|E1BG49_BOVIN
tr[ELB715[E1B715_BOVIN
tr/QOVSE3|QOVSE3_BOVIN

Immunoglobulin light chain lambda gene cluster
Inactive ribonuclease-like protein 10

Inactive serine protease PAMR1

Inositol-3-phosphate synthase 1

Insulin-like growth factor 2

Insulin-like growth factor 2 (Fragment)

Insulin-like growth factor 2 preproprotein (Fragment)
Insulin-like growth factor binding protein 3
Insulin-like growth factor I1

Insulin-like growth factor-binding protein 3
Insulin-like growth factor-binding protein 5

Integral membrane protein 2B

Integral membrane protein 2B

Integrin alpha FG-GAP repeat containing 1
Interleukin-1 receptor-associated kinase | transcript variant
2

Intraflagellar transport 81 homolog (Chlamydomonas)
Isocitrate dehydrogenase 1 (Fragment)

Isoform 2 of N-acetylglucosamine-1-phosphotransferase
subunit gamma

Isoform 2B of Desmocollin-2

Isoform Cytoplasmic+peroxisomal of Peroxiredoxin-5
mitochondrial

Isoform H of Acetylcholinesterase

Junctional adhesion molecule A

KCNA2 protein

Kelch-like 10 (Drosophila)

Keratin type Il cytoskeletal 5

Keratin type Il cytoskeletal 5

KIAA0415 protein (Fragment)

Kinesin-like protein

Kinesin-like protein

Kinesin-like protein

Kinesin-like protein

Kinesin-like protein (Fragment)
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HF
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HF
HF
HF
HF
HF
LF

HF
HF
HF
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24536
23363
80027
60761
19682
15557
10782
31570
19682
31570
30314
30386
30400
67805
70585

79485
41342
31407

89768
17362

66908
32456
56747
68817
62937
60667
81606
115147
157581
317118
89819
56925
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tr|G3MXV5|G3MXV5_BOVIN
trFIMJK2|FIMIK2_BOVIN
tr/ASD7M6|A5D7M6_BOVIN
tr/A4FVI4A4FVI4_BOVIN
tr|F1IMXX6|FIMXX6_BOVIN
Q95114|MFGM_BOVIN
tr|[BOVPZ5|BIVPZ5_BOVIN
tr|[B3VTM3[B3VTM3_BOVIN
tr|C7FE01|C7FEOL_BOVIN
P24627|TRFL_BOVIN
Q95M12|LGMN_BOVIN
tr/ALL542|A1L542_BOVIN

tr/Q29396/Q29396_BOVIN
tr[ELBNS9|ELBNS9_BOVIN
P19858|LDHA_BOVIN
tr/A7YY63JA7YY63_BOVIN
tr/ABE4AMS5|ASEAM5_BOVIN
trJA6QQ58/A6QQ58_BOVIN
tr/ABE4Q3|ABE4Q3_BOVIN
tr/A6QPD4|A6QPD4_BOVIN
Q3SX23|LONP2_BOVIN
Q32LD3|LYPD4_BOVIN
QIMYMA4|LYAG_BOVIN
Q29451MA2B1_BOVIN
Q3MI05/PPGB_BOVIN
tr/Q3S2J7|Q3S2J7_BOVIN
QITTKAILYST_BOVIN
trFIMLZ4/FIMLZ4_BOVIN

tr|AOA077S1J5/A0A07751J5_BOVIN

Q2TIN7|LYZL4_BOVIN
tr|G3X7E0|G3X7E0_BOVIN
Q8MJ24|LOXL4_BOVIN
tr|G1K200/G1K200_BOVIN
P80177|MIF_BOVIN

Kinesin-like protein (Fragment)
Kinesin-like protein (Fragment)

KRT5 protein

KRT6A protein

Lactadherin

Lactadherin

Lactoferrin

Lactoferrin

Lactoferrin (Fragment)

Lactotransferrin

Legumain

Leucine rich repeat containing 8 family member E
(Fragment)

Leucine-rich glycoprotein homolog protein (Fragment)
L-lactate dehydrogenase

L-lactate dehydrogenase A chain
LOC100124517 protein

LOC100126170 protein

LOC504248 protein

LOC511106 protein

LOC790886 protein

Lon protease homolog 2 peroxisomal
Ly6/PLAUR domain-containing protein 4
Lysosomal alpha-glucosidase

Lysosomal alpha-mannosidase
Lysosomal protective protein
Lysosomal-associated membrane protein 2
Lysosomal-trafficking regulator
Lysosomal-trafficking regulator
Lysozyme A

Lysozyme-like protein 4

Lysozyme-like protein 4

Lysyl oxidase homolog 4

Lysyl oxidase homolog 4 (Fragment)
Macrophage migration inhibitory factor
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190628
197032
62683
60820
47846
47411
78056
78056
76275
78056
49284
69094

25653
36015
36598
74694
151226
35727
44057
45428
94310
26872
104757
112919
53980
44543
428603
428547
16293
16293
16293
84050
60036
12343
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tr|AOAOF7RPX0JAOAOF7RPX0_BOVIN Macrophage migration inhibitory factor C 17 2 2 12343
tr|Q9XS94|Q9XS94 BOVIN Major fibrous sheath protein LF 3 2 2 93988
tr|ABWDJ5|A8WDJ5_BOVIN Major prion protein Cc 9 2 2 29391
P10279|PRIO_BOVIN Major prion protein C 9 2 2 28614
tr[K7ZJV0|K7Z2JV0_BOVIN Major prion protein C 9 2 2 27810
tr|A7J4K5|A7J4K5_BOVIN Major prion protein Cc 9 2 2 27837
tr|Q2LDZ4|Q2LDZ4 BOVIN Major prion protein C 9 2 2 28661
tr|D5G2D5|D5G2D5 BOVIN Major prion protein C 9 2 2 28636
tr|B3F6B5|B3F6B5 BOVIN Major prion protein C 9 2 2 28676
trJA6YK35|A6YK35_BOVIN Major prion protein C 9 2 2 28614
tr|Q864M0|Q864M0_BOVIN Major prion protein C 9 2 2 28596
trlB3GRV8|B3GRV8_BOVIN Major prion protein (Fragment) Cc 11 2 2 23470
tr|Q6EIP9|Q6EIP9_BOVIN Major prion protein (Fragment) C 25 2 2 11714
Q3T145MDHC_BOVIN Malate dehydrogenase cytoplasmic C 13 3 3 36438
tr|B8Y898|B8Y898_BOVIN Malic enzyme C 11 3 3 63894
tr[FAN3VO|F1IN3V0_BOVIN Malic enzyme C 11 3 3 63787
AG6QLIOJEPDR1_BOVIN Mammalian ependymin-related protein 1 C 16 4 4 26485
Q3SZIO|MPI_BOVIN Mannose-6-phosphate isomerase C 24 6 6 46369
tr[FIN327|FIN327_BOVIN Mannose-6-phosphate isomerase C 24 6 6 45958
tr|A5D7D5|A5D7D5_BOVIN MATN?2 protein HF 5 4 4 106824
tr|A6H749|A6H749 BOVIN MATN4 protein HF 16 1 1 14106
tr]A6QPN5|A6QPN5_BOVIN Matrix metallopeptidase 2 (Gelatinase A 72kDa gelatinase C 10 2 2 73834
72kDa type IV collagenase)
me|M02769]ALBU_BOVIN mature Serum albumin removed signal and pro-peptides at C 77 54 53 66433
N-term
tr|A6QQ22|A6QQ22_BOVIN MCFD2 protein (Fragment) LF 10 1 1 18908
tr|G3MWX4|G3MWX4_BOVIN Membrane cofactor protein LF 16 3 3 37149
tr|FINAW4|FIN4W4_BOVIN Membrane cofactor protein C 18 4 3 39421
tr]AOAO60INZOJAOA060INZO_BOVIN Membrane cofactor protein LF 15 3 3 39744
tr|AOAO60IE95|A0AO060IE9S5_BOVIN Membrane cofactor protein LF 15 3 3 39801
tr]A6QNU3JA6QNU3_BOVIN Membrane cofactor protein LF 16 3 3 37263
tr|[F6K719|F6K719_BOVIN Membrane cofactor protein LF 15 3 3 40134
tr|FIN4AWS5|FIN4AW5_BOVIN Membrane cofactor protein LF 15 3 3 39944
tr[F1N430|F1N430_BOVIN Metalloproteinase inhibitor 2 C 84 61 59 24387

tr|Q3TOK7|Q3TOK7_BOVIN MFGES protein HF 23 9 9 47862



tr|Q5E914|Q5E914_BOVIN
tr/A5SD7E1|A5D7E1_BOVIN
tr/A4IF76|A4IF76_BOVIN
tr/A6QPE2|A6QPE2_BOVIN
tr|QONOE6|QINOE6_BOVIN
tr|Q3SZ28/Q35228_BOVIN
tr/A5SD9ES|ASDIES_BOVIN
tr|G3N088|G3N088_BOVIN
P19879MIME_BOVIN
tr|G1K237|G1K237_BOVIN
Q2HJFSIMIRO1_BOVIN
tr/A6H797)A6H797_BOVIN
tr|QIN282|QIN282_BOVIN
Q2HJ49MOES_BOVIN
tr/AGQNLOJA6QNLO_BOVIN
Q95122|CD14_BOVIN
tr/ASDBT6|ASDBT6_BOVIN
A5D7PO|MPIP3_BOVIN
tr/A6QP39|A6QP39_BOVIN
tr/A7E340|A7E340_BOVIN
Q8MI01jMUC15_BOVIN
tr[EIBGW1JE1IBGW1_BOVIN
trQ2TBT6|Q2TBT6_BOVIN
tr/A6QLD6|ABQLD6_BOVIN
Q27991MYH10_BOVIN
Q9BE39|MYH7_BOVIN
tr[FIN2GO|FIN2GO_BOVIN
Q58CS8|GNPTG_BOVIN
tr[M5FJT7|M5FJT7_BOVIN
Q1LZH9|GNS_BOVIN
tr|[FIMXZ0|FIMXZ0_BOVIN
tr|Q3T074/Q3T074_BOVIN
trFIMUE3|FIMUE3_BOVIN
tr[E1BI74[E1BI74_BOVIN

MGAT1 protein

MGC139254 protein

MGC140461 protein

MGC148336 protein

Midkine

Midkine (Neurite growth-promoting factor 2)

Mimecan

Mimecan

Mimecan

Mitochondrial Rho GTPase

Mitochondrial Rho GTPase 1

MLEC protein

MMP-9 (Fragment)

Moesin

Monocyte differentiation antigen CD14

Monocyte differentiation antigen CD14

Monocyte differentiation antigen CD14

M-phase inducer phosphatase 3

MSLN protein

Mucin 15 cell surface associated

Mucin-15

Mucin-15

Multiple inositol polyphosphate histidine phosphatase 1
MYO1B protein

Myosin-10

Myosin-7

Myosin-7

N-acetylglucosamine-1-phosphotransferase subunit gamma
N-acetylglucosamine-1-phosphotransferase subunit gamma
N-acetylglucosamine-6-sulfatase
N-acetylglucosamine-6-sulfatase

NAD(P)(+)--arginine ADP-ribosyltransferase
NAD(P)(+)--arginine ADP-ribosyltransferase
NAD(P)(+)--arginine ADP-ribosyltransferase (Fragment)
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51702
60931
24456
17816
15683
15743
34196
40598
34209
72032
72078
31566
36274
67975
39922
39667
39668
53794
44291
35685
35715
35683
41435
131830
229097
223227
223964
33783
31407
62776
62800
43998
43969
33700

74



tr/A6QMOL/A6QMOL_BOVIN
tr/A6QNZ3|A6QNZ3_BOVIN
tr/A6QPQ1|A6QPQ1_BOVIN
P02548|NFL_BOVIN
tr[Q71UA5|Q71UA5_BOVIN
tr/A7Z034|A7Z034_BOVIN
tr[Q1IRMUO|QIRMUO_BOVIN
tr/Q352Q1/Q35ZQ1_BOVIN
tr/A2VDU4/A2VDU4_BOVIN
A5SD7E9INF2L1_BOVIN
tr[Q1KNJO|Q1KNJO_BOVIN

Q32KP9INTF2_BOVIN
tr|QOIIH5|QOIIH5_BOVIN
QOP569INUCB1_BOVIN
tr|Q3SZ56]Q35256_BOVIN
tr/ALA4NIJALA4NG BOVIN
P52175NDKA2_BOVIN
Q3T0Q4|NDKB_BOVIN
Q32KV6|SIL1_BOVIN
tr/A7MBIS|A7MBIS_BOVIN
trA6QMO02|A6QMO02_BOVIN
tr|Q3T085/Q3T085_BOVIN
tr|G3X858|G3X858_BOVIN
tr[Q17QF1/Q17QF1_BOVIN
P31096|0STP_BOVIN
tr[Q2QCT5|Q2QCT5_BOVIN
P45478|PPT1_BOVIN
trFIMSAL[FIMSAL_BOVIN
trM5FKI8|M5FKI8_BOVIN
P00974/BPT1_BOVIN
Q58CQYIVNN1_BOVIN
tr/A5D7Q6|A5D7Q6_BOVIN
tr/A4IFR2|A4IFR2_BOVIN
tr/A6QNL5|A6QNL5_BOVIN

NAGLU protein

NCOAT protein

NEPN protein

Neurofilament light polypeptide
Neutrophil beta-defensin 12 (Fragment)
NFKBL1 protein

NGFI-A binding protein 2 (EGRL1 binding protein 2)
Nicastrin

NR1I2 protein

Nuclear factor erythroid 2-related factor 1
Nuclear factor of kappa light polypeptide enhancer in B-
cells 1

Nuclear transport factor 2

Nucleobindin 2

Nucleobindin-1

Nucleoporin 88kDa

Nucleoside diphosphate kinase

Nucleoside diphosphate kinase A 2
Nucleoside diphosphate kinase B
Nucleotide exchange factor SIL1

NUDT9 protein

NUP188 protein

OGN protein

Olfactory receptor

Oncostatin M receptor

Osteopontin

Osteopontin (Fragment)

Palmitoyl-protein thioesterase 1
Palmitoyl-protein thioesterase 1
Pancreatic adenocarcinoma upregulated factor-like
Pancreatic trypsin inhibitor

Pantetheinase

PCDHGA2 protein

PCSKZ1N protein

PDIAG protein (Fragment)
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74076
25239
58005
62646
6464
105463
56513
79073
48525
83607
105488

14478
49189
54982
83772
17325
17298
17316
52581
38612
196262
34197
36815
37601
30904
29172
34142
34089
16970
10903
56947
90476
27284
49624
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tr/A1A4Q6|A1A4Q6_BOVIN
tr|Q2NKS8|Q2NKS8_BOVIN
P80311/PPIB_BOVIN

Q9BGI2|PRDX4_BOVIN
Q9BGI1|PRDX5_BOVIN

tr/A6QPB5|A6QPB5_BOVIN
P13696|PEBP1_BOVIN

tr|Q3T010/Q3T010_BOVIN

P32871|PK3CA_BOVIN

002811[PI4KA_BOVIN
tr|[F1MJS4/F1MJS4_BOVIN
QO8DPO|PGM1_BOVIN
tr|Q32KN6|Q32KN6_BOVIN
Q3TOP6|PGK1_BOVIN
Q32KVOPGAM2_BOVIN
tr[FIN2F2|FIN2F2_BOVIN
trM5FJY9|M5FJY9_BOVIN
Q2T9S4/PGP_BOVIN
tr[FIMSD7|FIMSD7_BOVIN
tr[QIRMLI|QIRMLY_BOVIN

tr[Q9TS13/Q9TS13_BOVIN
tr[F1MZ89|F1MZ89_BOVIN
tr[ELBN8L/ELIBNS1_BOVIN
Q95121|PEDF_BOVIN
tr|[Q5S1W6|Q5S1W6_BOVIN
tr|V6F953|V6F953_BOVIN
A5D7UL|PLET1_BOVIN
QIN2I2|IPSP_BOVIN
Q28017|PAFA_BOVIN
Q2KJ15/PDGFA_BOVIN
tr[FIN2P4|FIN2P4_BOVIN
tr/A0IN47|A0JNA7_BOVIN
tr|C0SQ70|C0SQ70_BOVIN

Peptidase inhibitor 3 skin-derived (SKALP)
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B
Peroxiredoxin-4

Peroxiredoxin-5 mitochondrial

PGML1 protein
Phosphatidylethanolamine-binding protein 1
Phosphatidylethanolamine-binding protein 4
Phosphatidylinositol 4 5-bisphosphate 3-kinase catalytic
subunit alpha isoform

Phosphatidylinositol 4-kinase alpha
Phosphoglucomutase-1
Phosphoglucomutase-1

Phosphoglycerate kinase

Phosphoglycerate kinase 1

Phosphoglycerate mutase 2

Phosphoglycerate mutase 2

Phosphoglycolate phosphatase
Phosphoglycolate phosphatase
Phosphoinositide phospholipase C
Phospholipase A2 group VII (Platelet-activating factor
acetylhydrolase plasma)

Phospholipase C beta (Fragment)
Phospholipid-transporting ATPase (Fragment)
Phospholipid-transporting ATPase (Fragment)
Pigment epithelium-derived factor

PITSLRE protein kinase beta 1
Placenta-expressed transcript 1 protein
Placenta-expressed transcript 1 protein
Plasma serine protease inhibitor
Platelet-activating factor acetylhydrolase
Platelet-derived growth factor subunit A
Platelet-derived growth factor subunit A
Plexin domain containing 2

Plexin domain containing 2
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HF

HF

HF
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18376
11945
23744
30741
23253
62197
20986
25146
124328

229390
62196
61589
44758
44538
28685
28699
34320
34320

136216
50151

21128
166459
116596
46229
49529
26609
26609
45297
50133
24009
24027
59468
59215
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tr[Q17QC7|Q17QC7_BOVIN

P18493|PARP1_BOVIN
tr[FIMUOS|FIMUO8_BOVIN
Q4GZT3|PKD2_BOVIN
P81265PIGR_BOVIN
tr|[ELBOU7|E1IBOU7_BOVIN
tr|F1N554|F1N554_BOVIN
POCG53|UBB_BOVIN
POCH28|UBC_BOVIN
tr[ELB9KL/EIBIKL_BOVIN
tr/Q08635/Q08635_BOVIN
tr|Q08D98|Q08DI8_BOVIN
ABQLY7|PBIP1_BOVIN

077588/PLOD1_BOVIN
P26779|SAP_BOVIN
tr/ALL555|A1L555 BOVIN
tr[BIHOW?7|B1HOW7_BOVIN
Q32L99|PTGR2_BOVIN
002853]PTGDS_BOVIN
ABH730[PPAP_BOVIN
tr|M5F138|M5F138_BOVIN
tr[Q08DU0|Q08DUO_BOVIN
tr|Q1IP95|Q1IP95_BOVIN
tr[E1BD83|ELBDS83_BOVIN
tr[G5E5C3|G5E5C3_BOVIN
tr/A7E3D5|A7E3D5_BOVIN
Q3TOX5/PSA1_BOVIN
Q3ZCK9|PSA4_BOVIN
Q2YDE4|PSA6_BOVIN
Q3ZBGO|PSA7_BOVIN
tr|G5E589|G5E589_BOVIN
tr[BOJYNS|BOJYNS_BOVIN
Q2TBX6|PSB1_BOVIN

Poliovirus receptor-related 2 (Herpesvirus entry mediator
B)

Poly [ADP-ribose] polymerase 1

Poly [ADP-ribose] polymerase 1

Polycystin-2

Polymeric immunoglobulin receptor

Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase
Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase (Fragment)
Polyubiquitin-B

Polyubiquitin-C

Polyubiquitin-C

Potassium channel (BGKS5) (Fragment)

PPP2R5D protein (Fragment)

Pre-B-cell leukemia transcription factor-interacting protein
1

Procollagen-lysine 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1
Prosaposin

Prosaposin

Prostaglandin D2 synthase 21kDa (Brain)
Prostaglandin reductase 2

Prostaglandin-H2 D-isomerase

Prostatic acid phosphatase

Protease serine 22-like

Protease serine 8

Proteasome 26S ATPase subunit 3 (Fragment)
Proteasome subunit alpha type

Proteasome subunit alpha type

Proteasome subunit alpha type (Fragment)
Proteasome subunit alpha type-1

Proteasome subunit alpha type-4

Proteasome subunit alpha type-6

Proteasome subunit alpha type-7

Proteasome subunit beta type

Proteasome subunit beta type

Proteasome subunit beta type-1

32
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23
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19
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17
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43262

113486
113368
109789
82435
67746
63425
34308
77570
34366
54153
71823
80258

83487
58051
58168
21229
38400
21229
44622
32255
36709
47995
29203
27284
26567
29586
29484
27399
27869
26318
22993
26246
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Q5E9KO|PSB2_BOVIN
P33672|PSB3_BOVIN
Q32KL2|PSB5_BOVIN
Q3MHNOJPSB6_BOVIN
trFIMTI7|FIMTI7_BOVIN
trFINSTO[FIN5TO_BOVIN
Q5E946|PARK7_BOVIN
tr|QO0V8C4|Q0VSEC4_BOVIN
tr|/A6H7J6|A6H7J6_BOVIN
tr/ASD7ES|ASD7ES_BOVIN
P05307|PDIA1_BOVIN
P38657|PDIA3_BOVIN
A5PKI3[FAM3C_BOVIN
Q3B7M3|FA65B_BOVIN
tr[Q1IRMRI|Q1IRMRY_BOVIN
tr|[F1IMX65|F1MX65_BOVIN
Q3MHX6/0S9_BOVIN
Q3TOW4|PP1R7_BOVIN
tr[QOVC12|Q0VC12_BOVIN
Q3SYY2[TPST2_BOVIN
trFIMKGO|FIMKG9_BOVIN
tr|Q3SZ81/Q35Z81_BOVIN
tr|Q68719|Q68719_BOVIN
P55859[PNPH_BOVIN
tr[QIBEGA4|QIBEG4_BOVIN
tr[FIMIH9|FIMIH9_BOVIN
tr/A5D7Q2]A5D7Q2_BOVIN
tr|Q58D51|Q58D51_BOVIN
tr|QOV814/Q0V8I4_BOVIN
tr[Q2NKT7|Q2NKT7_BOVIN
tr/A5D984|A5D984_BOVIN
tr[Q3ZC87|Q3ZC87_BOVIN
P21856/GDIA_BOVIN
P50397|GDIB_BOVIN

Proteasome subunit beta type-2
Proteasome subunit beta type-3
Proteasome subunit beta type-5
Proteasome subunit beta type-6
Protein CutA

Protein CutA

Protein deglycase DJ-1

Protein disulfide isomerase-associated 6 (Fragment)
Protein disulfide-isomerase
Protein disulfide-isomerase
Protein disulfide-isomerase
Protein disulfide-isomerase A3
Protein FAM3C

Protein FAM65B

Protein kinase C and casein kinase substrate in neurons 2

Protein OS-9

Protein OS-9

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 7
Protein YIPF

Protein-tyrosine sulfotransferase 2
Protein-tyrosine sulfotransferase 2

PSMC3 protein (Fragment)

Purine nucleoside phosphorylase

Purine nucleoside phosphorylase

Putative alpha-2 3-sialyltransferase (Fragment)
Putative phospholipase B-like 2

Putative uncharacterized protein

Putative uncharacterized protein DKFZp313G1735
Putative uncharacterized protein FLJ32810
Putative uncharacterized protein MGC137030
Pyruvate kinase

Pyruvate kinase (Fragment)

Rab GDP dissociation inhibitor alpha

Rab GDP dissociation inhibitor beta
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22896
22993
28609
25542
16446
18932
20035
22158
57204
56930
57266
56930
24797
111933
55891
75807
75779
41388
37987
41967
41957
48094
32067
32037
37322
65723
51671
61353
48446
16149
57949
61428
50566
50488
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tr/A6QLS9|A6QLS9_BOVIN
trQ3ZBG1/Q3ZBG1_BOVIN
tr/Q148J4|Q148J4_BOVIN
Q32LP2|RADI_BOVIN
tr|F1MJJ8|F1MJI8_BOVIN
tr[Q0VD52|Q0VD52_BOVIN

Q2TA29|RB11A_BOVIN
tr|F2Z4D5|F224D5_BOVIN
Q3MHP2RB11B_BOVIN
A4FV54|RABSA_BOVIN
Q2HJIBRABSB_BOVIN
tr|FIN2J9|FIN2J9_BOVIN
P62833RAPLA _BOVIN
P61223|RAP1B_BOVIN
Q2KI30|REEP2_BOVIN
trFIMWF1FIMWFL_BOVIN
Q3SZ41|SUH_BOVIN
P81134|RENR_BOVIN
tr|G8IKY4|G8IKY4_BOVIN
tr[QOVCQI|QOVCQ9_BOVIN
tr|F1IMF50]F1IMF50_BOVIN
tr[Q58DP6|Q58DP6_BOVIN
trWOUVO03WOUV03_BOVIN
trWOUVI3WOUVI3_BOVIN
trWOUV85|WO0UV85_BOVIN
trWOUVO04{WOUV04_BOVIN
tr\WOUVE3]WOUVF3_BOVIN
P61823RNAS1_BOVIN
Q3T114|UK114 BOVIN
tr/Q3SZN8|Q3SZN8_BOVIN
Q2HJ58PRPS1_BOVIN
tr|QO1118|QOI118_BOVIN
P23439PDE6B_BOVIN

RAB10 protein

RAB14 protein

RAB2A member RAS oncogene family

Radixin

Radixin (Fragment)

RAS guanyl releasing protein 3 (Calcium and DAG-

regulated)
Ras-related protein Rab-11A

Ras-related protein Rab-11A

Ras-related protein Rab-11B

Ras-related protein Rab-8A

Ras-related protein Rab-8B

Ras-related protein Rab-8B

Ras-related protein Rap-1A

Ras-related protein Rap-1b

Receptor expression-enhancing protein 2

Receptor protein-tyrosine kinase

Recombining binding protein suppressor of hairless
Renin receptor

Renin receptor (Fragment)

Reticulocalbin 2 EF-hand calcium binding domain
Rho-associated protein kinase

Ribonuclease 4

Ribonuclease A C1

Ribonuclease A C2

Ribonuclease A K1

Ribonuclease A K2

Ribonuclease A M1

Ribonuclease pancreatic

Ribonuclease UK114

Ribonuclease/angiogenin inhibitor 1
Ribose-phosphate pyrophosphokinase 1

RNASET2 protein (Fragment)

Rod cGMP-specific 3' 5'-cyclic phosphodiesterase subunit
beta

HF
HF
LF

LF

LF
LF

HF
HF
HF
HF
HF
LF
HF
HF
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22541
23897
20851
68568
68584
78224

24470
24394
24488
23684
23656
23686
20987
20825
28440
151660
54341
39491
39481
36909
159760
16938
16377
23701
24226
24367
17714
16461
14272
48850
34834
32830
98331
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tr[FINOUOJFINOUO_BOVIN

QOVCYO|AT2A1_BOVIN
tr/A6QPKO|A6QPKO_BOVIN
AOJNP2|SG1D_BOVIN
A7MB70|SEM3C_BOVIN
P04557|SFP3_BOVIN
P81019|SFP4_BOVIN
P02784|SFP1_BOVIN
P00669|RNS_BOVIN
tr[Q2NKZ9|Q2NKZ9_BOVIN
tr/ALL543|A1L543 BOVIN
tr/Q2TBS5|Q2TBS5_BOVIN

tr|Q32KP8|Q32KP8_BOVIN

FIN152HTRAL_BOVIN
trQ8HZY1|Q8HZY1 BOVIN
P01001|ISK6_BOVIN
AOJNI4|SRR_BOVIN
tr|G3X6N3|G3X6N3_BOVIN
Q29443[TRFE_BOVIN
tr|Q2HJFO|Q2HJIFO0_BOVIN
QITTEL|SPA31_BOVIN
A217M9|SPA32_BOVIN

trAOAOAOMP92|AOAOAOMPI92_BOVIN

tr/Q08DCO|QO8DCO_BOVIN

P02769|ALBU_BOVIN
tr/A4FVO1]A4FVO1_BOVIN
tr|Q2K190/Q2K190_BOVIN
ABBMK7|NEURL_BOVIN
tr/A5D960JA5D960_BOVIN
Q3MHES|SRPR_BOVIN
tr[FIMNJ2|FIMNJ2_BOVIN

Rod cGMP-specific 3' 5'-cyclic phosphodiesterase subunit
beta (Fragment)

Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1
SCGB2A2 protein

Secretoglobin family 1D member

Semaphorin-3C

Seminal plasma protein A3

Seminal plasma protein BSP-30 kDa

Seminal plasma protein PDC-109

Seminal ribonuclease

Serine carboxypeptidase 1

Serine carboxypeptidase 1 protein

Serine peptidase inhibitor Kazal type 2 (Acrosin-trypsin
inhibitor)

Serine peptidase inhibitor-like with Kunitz and WAP
domains 1 (Eppin)

Serine protease HTRA1

Serine protease inhibitor clade E member 2

Serine protease inhibitor Kazal-type 6

Serine racemase

Serotransferrin

Serotransferrin

Serotransferrin-like

Serpin A3-1

Serpin A3-2

Serpin A3-7

Serpin peptidase inhibitor clade E (Nexin plasminogen
activator inhibitor type 1) member 2

Serum albumin

SF3B2 protein

Sialic acid acetylesterase

Sialidase-1

Sialyltransferase 4A

Signal recognition particle receptor subunit alpha
Signal recognition particle receptor subunit alpha
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70884

109290
10427
11294
85237
16140
21269
15481
16377
50841
45844

9391

15093

51907
43877
8663
36181
77666
77753
69183
46237
46237
47016
43891

69294
100354
59727
45433
39002
69896
65652
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tr/Q862Q3|Q862Q3_BOVIN
tr/Q862K7|Q862K7_BOVIN
tr|Q862G1|Q862G1_BOVIN
tr|Q3TOFO|Q3TOF0_BOVIN
tr|Q08DLO|QOSDLO_BOVIN
Q32LM2|SGTA_BOVIN

tr|[ELB8N5|ELB8N5_BOVIN
P58352|GTR3_BOVIN

tr/A2VDL2|A2VDL2_BOVIN
tr|Q58DQ6|Q58DQ6_BOVIN
tr[Q5EA54|Q5EA54_BOVIN

Q58D31|DHSO_BOVIN
tr[FIMGO3|FIMG03_BOVIN
Q32PB3|SACA4_BOVIN
tr|A4UAF1JA4UAF1_BOVIN
tr|A4UAF2|A4UAF2_BOVIN
tr[Q2PMMO|Q2PMMO_BOVIN

tr|Q4ROH2|Q4ROH2_BOVIN
P82292(Z13 BOVIN
P29392|SPAD1_BOVIN
QOVD19/ASM_BOVIN
Q3ZCHO|GRP75_BOVIN
tr[FIMM32|F1IMM32_BOVIN
tr/A6QQAB|A6QQA8_BOVIN
tr[E1BFVS|ELBFVS8_BOVIN
P00442|SODC_BOVIN
trFIMNQ4|FIMNQ4_BOVIN
AOINN2|SFTA2_BOVIN
tr[Q2NL10/Q2NL10_BOVIN
Q3ZBT5/|STX7_BOVIN

Similar to beta 2-microglobulin (Fragment)

Similar to cytoplasmic dynein light chain 1 (Fragment)
Similar to insulin-like growth factor Il (Fragment)
SLC3A2 protein

SLC3A2 protein

Small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing
protein alpha

Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha
Solute carrier family 2 facilitated glucose transporter
member 3

Solute carrier family 2 (Facilitated glucose transporter)
member 3

Solute carrier family 3 (Activators of dibasic and neutral
amino acid transport) member 2

Solute carrier family 3 (Activators of dibasic and neutral
amino acid transport) member 2

Sorbitol dehydrogenase

Speckle targeted PIP5K1A-regulated poly(A) polymerase
Sperm acrosome membrane-associated protein 4

Sperm associated antigen 11 isoform D

Sperm associated antigen 11 isoform E

Sperm inner acrosomal membrane protein IAM38
(Fragment)

Spermadhesin 2

Spermadhesin Z13

Spermadhesin-1

Sphingomyelin phosphodiesterase

Stress-70 protein mitochondrial

Sulfhydryl oxidase

Sulfhydryl oxidase

Sulfotransferase

Superoxide dismutase [Cu-Zn]

Superoxide dismutase [Cu-Zn]

Surfactant-associated protein 2

Syntaxin binding protein 2

Syntaxin-7

HF
HF

HF

LF

LF

25
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22
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21
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11043
9252
15728
59445
63183
34213

113733
54020

54119

55595

63211

38099
93798
12964
14818
9244
34158

15221
13383
15036
69392
73742
63006
62975
64965
15683
15687
8223
66384
29656
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tr/A5SD9B6|ASDIB6_BOVIN
tr|ASPVV5|ASPVV5_BOVIN
097790[TBCD1_BOVIN
tr|G5E531/G5E531_BOVIN
Q3ZBHO|TCPB_BOVIN
Q2T9X2|TCPD_BOVIN
tr|[FINOE5|FINOES_BOVIN
Q2NKZ1[TCPH_BOVIN
trFIMWRS|FLIMWRS_BOVIN
Q3TOK2[TCPG_BOVIN
Q3ZCI9[TCPQ_BOVIN
Q3MHL7|TCPZ_BOVIN
Q3TO084[TCPW_BOVIN
tr|[F1MP48|F1MP48_BOVIN
tr/ASD7E6|ASD7E6_BOVIN
tr|G8IKX6|G8IKX6_BOVIN
Q3TOS3[TSN1_BOVIN
tr/A6QPE3|A6QPE3_BOVIN
tr/A6QQ20/A6QQ20_BOVIN
tr|Q3SX33|Q3SX33_BOVIN
tr/Q9TS96|QITS96_BOVIN

P01267|THYG_BOVIN
Q2KIMO|FUCO_BOVIN
Q7YRQS[TFPI2_BOVIN

tr/Q866B2|Q866B2_BOVIN
tr/A5H631)A5H631_BOVIN
tr|Q58CU1|Q58CUL_BOVIN

QIXSCYTCO2_BOVIN

tr|097567|097567_BOVIN

P61585RHOA_BOVIN

tr|G3X757|G3X757_BOVIN
Q3ZBT1[TERA_BOVIN

tr|[ELBJO4ELBJI94_BOVIN
Q58DK4[TKFC_BOVIN

Syntenin

SYPL1 protein

TBC1 domain family member 1
T-complex protein 1 subunit alpha
T-complex protein 1 subunit beta
T-complex protein 1 subunit delta
T-complex protein 1 subunit delta
T-complex protein 1 subunit eta
T-complex protein 1 subunit eta (Fragment)
T-complex protein 1 subunit gamma
T-complex protein 1 subunit theta
T-complex protein 1 subunit zeta
T-complex protein 1 subunit zeta-2
T-complex protein 1 subunit zeta-2
Tetraspanin

Tetraspanin (Fragment)
Tetraspanin-1

TEX101 protein

TGOLNZ2 protein (Fragment)

Thy-1 cell surface antigen

Thymus HYPOCHOLESTEROLEMIC factor (TPHF)

(Superoxide dismutase) (SOD) (Fragments)
Thyroglobulin

Tissue alpha-L-fucosidase

Tissue factor pathway inhibitor 2

Toll-like receptor 9

Toll-like receptor 9

Transcobalamin I

Transcobalamin-2

Transcription factor AEBP1

Transforming protein RhoA

Transitional endoplasmic reticulum ATPase
Transitional endoplasmic reticulum ATPase
Transmembrane protease serine
Triokinase/FMN cyclase
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32415
19476
132097
60223
57475
58207
58162
59443
59180
60586
59610
57956
58032
57965
30019
22666
26208
27286
33444
18012
11344

303221
54089
26675
115454
115484
32235
47958
82366
21768
89303
89330
48397
59131
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Q5E956[TPIS_BOVIN
QOV8B6|TPPL_BOVIN
tr|[F1IMKO8|FIMK08_BOVIN
A5PK39[TPP2_BOVIN
tr|FINOMO|FINOMO_BOVIN
tr/ASKN16JA3KN16_BOVIN
Q32KN8|TBA3_BOVIN
Q6B856[TBB2B_BOVIN
Q3MHM5[TBB4B_BOVIN
Q2HJ81[TBB6_BOVIN
tr|G3X7R8|G3X7R8_BOVIN
Q3T077[TPPP2_BOVIN
tr[QOVD44|Q0VD44_BOVIN
tr[ELBNDO[EIBNDO_BOVIN
trlJ7IXJ4[J7JXJ4_BOVIN
trFIN1Z2|FIN1Z2_BOVIN
P23356|UCHL1_BOVIN
Q2TBG8|UCHL3_BOVIN
P62992|RS27A_BOVIN
P63048|RL40_BOVIN
Q1RMX2|UB2D2_BOVIN
Q3ZCF7|UB2D3_BOVIN
tr|Q32LF7|Q32LF7_BOVIN

tr[FIMSC3|FIMSC3_BOVIN
tr|[ELBSAOJEIBSAO_BOVIN
tr|[ELB7S8|E1B7S8_BOVIN
tr[ELBBU4|ELBBU4_BOVIN
tr|[F1MZJ5|FIMZJ5_BOVIN
tr[FIMKM4|FIMKM4_BOVIN
tr|F1IMJV6|FIMIV6_BOVIN
tr[FIN1C7|FINLIC7_BOVIN
tr|E1B8KO|E1B8KO_BOVIN
tr|FIN2J8|FIN2J8_BOVIN
tr|[ELBHO6|E1BHO6_BOVIN

Triosephosphate isomerase

Tripeptidyl-peptidase 1

Tripeptidyl-peptidase 1

Tripeptidyl-peptidase 2

Tripeptidyl-peptidase 2

TRMU protein

Tubulin alpha-3 chain

Tubulin beta-2B chain

Tubulin beta-4B chain

Tubulin beta-6 chain

Tubulin beta-6 chain (Fragment)

Tubulin polymerization-promoting protein family member 2
Twisted gastrulation homolog 1 (Drosophila)
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase (Fragment)
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase (Fragment)
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L3
Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a
Ubiquitin-60S ribosomal protein L40
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 D2
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 D3
UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1 4-galactosyltransferase
polypeptide 4

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein
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26690
61352
61339
138361
138345
95515
49926
49953
49831
49900
39683
18564
24937
294173
16315
157582
28335
26182
17965
14728
16735
16745
39461

262684
37787
61273
93220
88174
75430
132531
131962
156487
39957
192764
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tr|FIN6CO|FIN6CO_BOVIN
tr[FIMWD3|FIMWD3_BOVIN
trFIMPE1|FIMPE1_BOVIN
tr[ELBKX1[E1BKX1_BOVIN
tr[FIMLR4|FIMLR4_BOVIN
tr[ELBK29|E1BK29_BOVIN
tr|F1IMX50]F1IMX50_BOVIN
tr[ELBC47|ELBC47_BOVIN
tr|F6R3I5|F6R315_BOVIN
trG3MYQ2|G3MYQ2_BOVIN
trFIMLE1|FIMLE1_BOVIN
trFIMD73|FIMD73_BOVIN
tr[FIN724|FIN724_BOVIN
tr|[F1IMK55|F1IMK55_BOVIN
tr|[FIN5R7|FIN5R7_BOVIN
tr|F1MJJO[F1MJJ0_BOVIN
tr|F1N4K6|FIN4K6_BOVIN
tr[ELBJVO[ELBIVO_BOVIN
tr[ELBOP4|EIBIP4_BOVIN
tr[FIMU34/FIMU34_BOVIN
tr|F1NOI3|FINOI3_BOVIN
tr|G3X6D5|G3X6D5_BOVIN
tr[ELBQ21[E1BQ21_BOVIN
tr[G3N1D8|G3N1D8_BOVIN
tr[ELBDNY[E1IBDN9_BOVIN
tr[G3N2D8|G3N2D8_BOVIN
tr[ELBDY3|E1BDY3_BOVIN
tr[ELBI28[E1BI28_BOVIN
trELBB14|E1BB14_BOVIN
tr[ELBHY6|E1IBHY6_BOVIN
tr[ELBNYS[E1IBNY8_BOVIN
trF1IMT25|FIMT25_BOVIN
tr[E1B782|E1B782_BOVIN
tr|[FIMWFO|FIMWFO_BOVIN

Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
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16966
59615
161717
152767
40688
108265
23959
28148
27144
19185
171480
190098
520807
508325
461310
511306
205793
61025
26014
107063
222214
120722
26042
25428
24903
60905
134635
20903
37254
63081
236171
139586
528175
116493



tr[ELB748|E1B748_BOVIN
tr[F1IN2D5|FIN2D5_BOVIN
tr[EIBDR2|EIBDR2_BOVIN
trFIMLW7|FIMLW7_BOVIN
tr|[ELBPQI|ELBPQ9_BOVIN
tr|[F1IMS23|F1MS23_BOVIN
tr[ELBOY3[E1BIY3_BOVIN
trFIMYX5|FIMYX5_BOVIN
tr[E1BLI4[E1BLI4_BOVIN
trM5FMV7|M5FMV7_BOVIN
tr(G3X7F3|G3X7F3_BOVIN
tr[E1BDF3|E1BDF3_BOVIN
tr[ELBG25[E1BG25_BOVIN
tr[ELBM47|ELBM47_BOVIN
tr|G3X8E3|G3X8E3_BOVIN
tr[FIMDF2[FIMDF2_BOVIN
trFIMQI3[FIMQI3_BOVIN
tr|[E1BIF2|E1BIF2_BOVIN
tr[ELBPI3|EIBPY3_BOVIN
tr|[ELBBK6|ELBBK6_BOVIN
tr[FIMZU2|FIMZU2_BOVIN
tr|[E1B818|E1B818_BOVIN
trFIMU18|FIMU18_BOVIN
tr[EIBM92|E1BM92_BOVIN
tr[ELBLW6|EIBLW6_BOVIN
tr[FIMUB9|FIMUB9_BOVIN
tr[FIMHN4|FIMHN4_BOVIN
tr[FIMGNO|FIMGNO_BOVIN
tr[FINOF2|FINOF2_BOVIN
tr[FIN2B5|FIN2B5_BOVIN
tr[E1BKZ9|E1BKZ9_BOVIN
tr[ELBL78|E1BL78_BOVIN
tr[FIMQL4|FIMQL4_BOVIN
tr[FIMHF1[FIMHF1_BOVIN

Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
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111684
61389
71516
24397
39739
19711
21707
70112
15416
48013
74145
64357
80694

181029
12534
12293

801904

210120

150932
65042
82992
73620
37644
91521
36163
36695

191981
89038
59673
55479
91818
11458
11433
46274
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trE1BGM7|E1IBGM7_BOVIN Uncharacterized protein C 1 2 2 235348
tr[FAN757|FIN757_BOVIN Uncharacterized protein C 0 16 12 3813804
tr|F2Z4K0|F2Z4K0_BOVIN Uncharacterized protein Cc 33 9 9 49960
tr[EIBHT5|ELIBHT5 _BOVIN Uncharacterized protein C 0 2 0 572608

tr|FIMUP9|FIMUP9_BOVIN Uncharacterized protein C 9 3 3 42840
tr[FAN3U5|F1IN3U5_BOVIN Uncharacterized protein Cc 50 24 21 52681

trEIBGX2|E1BGX2_BOVIN Uncharacterized protein C 10 1 1 10743
tr|Q3T0Z0|Q3T0Z0_BOVIN Uncharacterized protein C 79 26 26 12729

trIELIBNA9JE1IBNAY9_BOVIN Uncharacterized protein Cc 0 1 1 331148
tr[FIMZ96|F1MZ96_BOVIN Uncharacterized protein Cc 20 3 3 26562

tr|F1IMH40|F1MH40_BOVIN Uncharacterized protein Cc 20 3 3 26334

tr[E1IBGB7|E1BGB7_BOVIN Uncharacterized protein Cc 24 8 7 71723

tr|FIMHK9|FIMHK9_BOVIN Uncharacterized protein Cc 2 3 3 190767
tr[E1BB65|E1BB65 BOVIN Uncharacterized protein Cc 16 2 2 13305
tr[ELBJW9IE1BJW9_BOVIN Uncharacterized protein Cc 8 7 7 131812
tr|[FIMIL6|FIMIL6_BOVIN Uncharacterized protein LF 14 3 3 28981

tr|G3MXM6|G3MXM6_BOVIN Uncharacterized protein LF 5 3 3 82380

tr[FAMCK2|FIMCK2_BOVIN Uncharacterized protein LF 0 1 1 586979

tr|FIMYH5|FIMYH5_BOVIN Uncharacterized protein LF 3 2 2 94002

trEIBNRO|EIBNRO_BOVIN Uncharacterized protein LF 0 2 1 515764
tr[FAN7Q8|F1IN7Q8_BOVIN Uncharacterized protein LF 0 1 1 226698
trE1BCE1|E1IBCE1_BOVIN Uncharacterized protein LF 0 1 1 208169
tr[FIN353|F1IN353_BOVIN Uncharacterized protein LF 3 1 1 26141
tr[FAN1F8|FIN1F8_BOVIN Uncharacterized protein LF 1 2 1 353233
tr|E1BBS9|E1BBS9_BOVIN Uncharacterized protein LF 1 2 1 222998
tr|E1BINS|ELBINS_BOVIN Uncharacterized protein LF 11 6 6 88959

tr[FAMBN4|FIMBN4_BOVIN Uncharacterized protein LF 2 1 1 48095

trEIBMG2|E1IBMG2_BOVIN Uncharacterized protein LF 0 1 1 530231
tr|FIN7A1JFIN7A1 BOVIN Uncharacterized protein LF 2 2 1 71038
tr|FINOO5|FAN005_BOVIN Uncharacterized protein LF 1 2 0 93356

tr|G3MZZ8|G3MZZ8_BOVIN Uncharacterized protein LF 0 1 1 173493
tr[E1B725|E1B725_BOVIN Uncharacterized protein LF 14 3 3 49795

trlG3N2K4|G3N2K4_BOVIN Uncharacterized protein LF 26 23 22 121076

trE1BBU2|E1IBBU2_BOVIN Uncharacterized protein LF 1 1 1 140261



tr|[ELBF57|E1BF57_BOVIN
trFIMYA6|FIMYA6_BOVIN
tr|FIN3S7|FIN3S7_BOVIN
tr[G3MZN3|G3MZN3_BOVIN
tr|[ELBKXO0[E1BKX0_BOVIN
trFIMW79[FIMW79_BOVIN
tr[G3MY90/G3MY90_BOVIN
tr[G3MZU3|G3MZU3_BOVIN
tr[ELBLX5|[E1BLX5_BOVIN
tr|F6PZ29|F6PZ29_BOVIN
tr[ELBKX3[E1BKX3_BOVIN
tr[EIBCU2[EIBCU2_BOVIN
tr[ELBJU4[E1BJU4_BOVIN
tr[ELBIG2|E1BIG2_BOVIN
tr[FIN6B6|FLN6B6_BOVIN
tr[G3MXC4/G3MXC4_BOVIN
tr[ELBFM2|E1IBFM2_BOVIN
tr[E1BC58|E1BC58_BOVIN
tr[ELBHV1[E1BHV1_BOVIN
tr[ELBE29|E1IBE29_BOVIN
tr[E1IBAS6|E1BAS6_BOVIN
trF1IMLI7|FIMLI7_BOVIN
trFIMHW2|FIMHW2_BOVIN
tr[ELBPF2|E1BPF2_BOVIN
tr[ELBLO2|E1BLO2_BOVIN
tr|G3MZQ5|G3MZQ5_BOVIN
tr|[ELBIWO|ELIBIWO_BOVIN
tr[G3MX66|G3MX66_BOVIN
tr[ELBB22|E1BB22_BOVIN
tr[Q2TBG4|Q2TBG4_BOVIN
tr[E1BJP1|E1BIPL_BOVIN
trF1IMIB3|FIMIB3_BOVIN
tr[E1BG18|ELBG18_BOVIN
trFIMDR1|FIMDR1_BOVIN

Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
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99115
17815
98595
36209
80431
30881
6927
21190
37899
16328
152037
162778
73764
69748
196272
86942
47274
24167
553749
563805
301194
169944
96954
209018
141638
65851
199465
21366
150625
31207
20655
283429
166364
168829
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tr|FIN369|F1N369_BOVIN
tr[FIMLWS8|FIMLW8_BOVIN
trFIMYN4/FIMYN4_BOVIN
tr|[E1BPL3|ELBPL3_BOVIN
tr|F2Z4F0|F2Z4F0_BOVIN
tr|[ELBKO3|E1BKO03_BOVIN
tr[ELBMUSB|ELBMUG_BOVIN
tr|[ELBM36|ELBM36_BOVIN
tr|G3MZJ0|G3MZJ0_BOVIN
tr[E1B719|E1B719_BOVIN
tr|[F1MI56|F1MI56_BOVIN
tr[E1B7G6|ELB7G6_BOVIN
tr[ELBNA3[E1IBNA3_BOVIN
tr[ELBP14|E1BP14_BOVIN
tr|[FIMKUO|FIMKUO_BOVIN
tr|[ELBKQ8[E1BKQ8_BOVIN
tr[ELBJV2|E1BIV2_BOVIN
trlG3MWLO|G3MWLO_BOVIN
tr[G3N157|G3N157_BOVIN
tr[ELBNE2|E1IBNE2_BOVIN
tr[ELBI42|E1B142_BOVIN
tr|[ELBI97|[E1BI97_BOVIN
tr|[ELBFE5|ELIBFE5_BOVIN
tr[FINSK1|FIN5K1_BOVIN
tr[FIMXP9|FIMXP9_BOVIN
tr[ELBAK5[E1IBAK5_BOVIN
tr[FIME99|FIME99_BOVIN
tr|G5E5V6|G5E5V6_BOVIN
tr|[ELBJH3|E1BJH3_BOVIN
trFIN2L7|FIN2L7_BOVIN
tr[FIMRNS5|FIMRN5_BOVIN
tr[ELBJEL/EIBJEL_BOVIN
tr[E1BOR5|E1BIR5_BOVIN
tr[ELBAKA4[EIBAK4_BOVIN

Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
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36864
24624
176514
83085
42614
125208
89606
88594
269382
277171
275013
156126
127969
220695
176556
169690
101297
104380
138370
134571
127199
265693
87741
89902
369266
105797
133544
147931
269607
27117
332733
210074
541373
255551
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tr|F2Z4F5|F2Z4F5_BOVIN
tr|[ELBG89|E1IBG89_BOVIN
tr|[FIN062|FIN062_BOVIN
tr|[ELBKH6|E1BKH6_BOVIN
tr|[F1IN6H6|FIN6H6_BOVIN
tr|E1BF15/E1BF15_BOVIN
tr|[ELBK68|E1IBK68_BOVIN
tr[FIN6Y1|FIN6Y1_BOVIN
tr[E1B7E3|ELB7E3_BOVIN
tr[ELB9D3|E1IBID3_BOVIN
trFIMDU9|FIMDU9_BOVIN
tr[FIMME7|FLMME7_BOVIN
trEIBLD1[E1BLD1_BOVIN
tr[FIMNSO[FLIMNSO_BOVIN
tr[E1BE11/ELIBE11_BOVIN
tr[ELBSE7|E1BSE7_BOVIN
tr[ELBNY9[EIBNY9_BOVIN
tr|[E1BBJ7|E1BBJ7_BOVIN
tr|[ELB944|E1B944 BOVIN
tr|F1N685|F1N685_BOVIN
tr[FIMLD6|FIMLD6_BOVIN
tr[FIMKBO|FLIMKBO_BOVIN
tr|[ELB7K3|E1IB7K3_BOVIN
trFIMYV2|FIMYV2_BOVIN
tr[FIMBZ1[FIMBZ1_BOVIN
tr|G3N205|G3N205_BOVIN
tr[EIBNZO|EIBNZO_BOVIN
trMOQVYO[MOQVY0_BOVIN
trFIMUY2|FIMUY2_BOVIN
tr[FIMEG3|FIMEG3_BOVIN
tr[G3MXJ5|G3MXJ5_BOVIN
trFIMIA9|FIMIA9_BOVIN
tr[F1MI18|F1MI18_BOVIN
tr[FIMMS7|FIMMS7_BOVIN

Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
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82032
26175
121466
55007
109407
92868
93698
109472
259182
255399
242247
94482
289337
531585
607353
345034
482196
138998
120638
283587
56294
56717
63741
174976
68916
165709
162896
60804
60856
331081
44553
19716
165758
43986
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tr|[E1BIS2[E1BI82_BOVIN
tr[ELBN28|E1IBN28_BOVIN
trV6F7T8|V6F7T8_BOVIN
tr|G5E5D5|G5E5D5_BOVIN
tr|F6PRIO|F6PRIO_BOVIN
tr[FIMHR8|FIMHRS_BOVIN
trFIMUK2|FIMUK2_BOVIN
tr[FIN1D8|FIN1D8_BOVIN
tr[E1BPL8|E1BPLS_BOVIN
tr[FIMM57|FIMM57_BOVIN
trFIMG13|FIMG13_BOVIN
tr|E1BKQ6|E1IBKQ6_BOVIN
tr[EIBKW7|ELIBKW7_BOVIN
tr[ELBF23|E1BF23_BOVIN
tr[FIMGMA4|FIMGM4_BOVIN
tr[FIMT60|FIMT60_BOVIN
trFIMKW9|FIMKW9_BOVIN
tr[G3MXN4|G3MXN4_BOVIN
tr[ELBFN9|ELBFN9_BOVIN
tr|[F1IN184|F1N184_BOVIN
tr[G3N1P3|G3N1P3_BOVIN
tr|F1IN415[F1N415_BOVIN
tr[ELBF59|E1BF59_BOVIN
trFIMBV2|FIMBV2_BOVIN
tr[ELBAF6|ELBAF6_BOVIN
tr[ELBNJ9JEIBNJ9_BOVIN
tr[FIMWEO|FIMWEO_BOVIN
tr[ELBH45|E1BH45_BOVIN
tr[ELBHN4|E1BHN4_BOVIN
trFIMMR9|FIMMR9_BOVIN
trFIMPT4|FIMPT4_BOVIN
tr[ELBBB5|E1BBB5_BOVIN
trFIMWN4[FIMWN4_BOVIN
trFIMXV4[FIMXV4_BOVIN

Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
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69149
150417
64531
771059
90217
106937
110415
55205
85899
232362
390074
232838
304077
165262
267182
567743
105350
126454
184471
59371
62618
547165
527646
35658
229153
34079
51055
181758
374199
208257
241466
157116
148483
200277
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tr[ELBETL/EIBETL_BOVIN
tr[G3MZA6|G3MZA6_BOVIN
tr[ELBLT3[EIBLT3_BOVIN
tr[FIMHC2|FIMHC2_BOVIN
tr|G3MZF5|G3MZF5_BOVIN
tr[ELBKM6|ELBKM6_BOVIN
tr|G5E661|G5E661_BOVIN
tr|G5E5W9|G5E5W9_BOVIN
tr[G3NOH1|G3NOH1_BOVIN
trFIMQI1[FIMQI1_BOVIN
tr|[ELBP50|E1BP50_BOVIN
trEIBLK1[E1BLK1 _BOVIN
tr|[ELBJC6|E1BIC6_BOVIN
tr[F1IME38|FIME38_BOVIN
tr|[ELBK25[E1BK25_BOVIN
tr[ELBLO4|E1BLO4_BOVIN
tr[ELBE98|EIBE98_BOVIN
tr[FIMRS4/FIMRS4_BOVIN
tr[ELBG37|E1BG37_BOVIN
tr[ELBB9S|EIBBY8_BOVIN
tr[ELBKY2[E1BKY2_BOVIN
tr|G5E5W7|G5E5W7_BOVIN
trFIME41|FIME41_BOVIN
tr|G3MX54/G3MX54_BOVIN
tr[FIMU57|FIMU57_BOVIN
tr[ELB7A3[E1IB7A3_BOVIN
tr[FIMMO7|FLIMMO7_BOVIN
trFIMTP1JFIMTP1_BOVIN
tr|[F1MS52|F1MS52_BOVIN
trFIMEW1|FIMEW1_BOVIN
tr[G3N3ES|G3N3ES_BOVIN
tr|G3X834|G3X834_BOVIN
tr|G3X6U1|G3X6UL_BOVIN
tr[FIMQ87|F1IMQ87_BOVIN

Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
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trFIMYZ3|FIMYZ3_BOVIN
tr[FIN5D7|FIN5D7_BOVIN
tr[ELBNF6|ELBNF6_BOVIN
tr|[ELBK38|E1BK38_BOVIN
trFIMGY9|FIMGY9_BOVIN
trFIMY16|FIMY16_BOVIN
tr[FIMXF5[FIMXF5_BOVIN
tr[F1IMNJ4|FIMNJ4_BOVIN
tr[ELBLB4|EIBLB4_BOVIN
trFIMGQ1|FIMGQ1_BOVIN
tr[FIN1K6|FIN1K6_BOVIN
tr[FINSWA|FIN5W4_BOVIN
tr|[FIN3E9|FIN3E9_BOVIN
tr[FIMPF3|FIMPF3_BOVIN
trFIMTZ4/FIMTZ4_BOVIN
tr|G3X610/G3X610_BOVIN
trFIMYQ7|FIMYQ7_BOVIN
tr[FINSH2|FIN5H2_BOVIN
tr|[F1MZ40|F1IMZ40_BOVIN
trFIMUX6|FIMUX6_BOVIN
tr[G3MX12|G3MX12_BOVIN
tr[F1IML49|FIML49_BOVIN
tr[G3MWX7|G3MWX7_BOVIN
tr[G3MX67|G3MX67_BOVIN
tr[FIN6H1|FIN6H1_BOVIN
tr[FIN6H4|FIN6H4_BOVIN
trFIMGK8|FIMGKS_BOVIN
tr[G3MXX5|G3MXX5_BOVIN
tr|F1N4J2|F1N4J2_BOVIN
trFIMMM6|FIMMM6_BOVIN
tr[F1IN4ANG|FIN4N6_BOVIN
trELBJV1/E1BIVL_BOVIN
tr[FIMF78/F1IMF78_BOVIN
tr[G3NOVO|G3NOVO_BOVIN

Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
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401667
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37107
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35108
530684
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tr|[F6RP72|F6RP72_BOVIN
tr[ELBDR1/ELBDR1_BOVIN
tr[G3N3C5/G3N3C5_BOVIN
trFIMY12|FIMY12_BOVIN
tr|[F1IMC52|FIMC52_BOVIN
trFIMPT2|FIMPT2_BOVIN
tr[FIN2X6|FIN2X6_BOVIN
tr[FIMIMO|FIMIMO_BOVIN
tr[FIN6G4|FIN6G4_BOVIN
tr(G5E5C6|G5E5C6_BOVIN
tr[FIMY02|FIMY02_BOVIN
trFIMUM9|FIMUM9_BOVIN
tr[ELBDGY[E1BDGY_BOVIN
tr[F1IMX68|F1MX68_BOVIN
trFIN6Y7|FIN6Y7_BOVIN
tr|G5E513|G5E513_BOVIN
tr|G5E5T5|G5E5T5_BOVIN
trFIN191|FIN191_BOVIN
tr|FIN157|FIN157_BOVIN
tr[G5E6C5|G5E6C5_BOVIN
tr[F1IMF64/F1IMF64_BOVIN
trFIMDK3|FIMDK3_BOVIN
tr|G5E562|G5E562_BOVIN
tr|[F1MLO6|FIMLO6_BOVIN
tr|FINOJ5|FINOJ5_BOVIN
tr[G3NOAS|G3NOAS_BOVIN
tr[F1IMSLO|FIMSL9_BOVIN
tr[F1IMIN7|FIMIN7_BOVIN
trF1IMIN1JFIMIN1_BOVIN
tr|G5E604/G5E604_BOVIN
tr|G5E622|G5E622_BOVIN
tr|G3X800|G3X800_BOVIN
tr|G3X8C8|G3X8C8_BOVIN
tr[G3NOG9|G3NOG9_BOVIN

Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
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Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
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Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
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21194
134188
24484
13457
112139
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89961
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100240
54462
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trFIMVK1/FIMVK1_BOVIN
tr|[F1IMSZ5|FIMSZ5_BOVIN
trFIMRAS|FIMRAS_BOVIN
tr[FIMD79|FIMD79_BOVIN
trFIMLY7|FIMLY7_BOVIN
tr[G3MXX3|G3MXX3_BOVIN
tr|F1IN544|F1N544_BOVIN
tr|[F1IN3F6|FIN3F6_BOVIN
tr|F1IN734|F1N734_BOVIN
tr[F1IMS24/F1MS24_BOVIN
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tr|G5E5T3|G5E5T3_BOVIN
tr[G3MW10|G3MW10_BOVIN
tr[G3MZG0|G3MZGO0_BOVIN
tr|F1IMKJ3|FIMKJ3_BOVIN
tr|E1B805|E1B805_BOVIN
trFIMY32|FIMY32_BOVIN
tr|FIN506|FIN506_BOVIN
tr[FIMLRO|FIMLR9_BOVIN
tr[FIMBK4|FIMBK4_BOVIN
tr[FIN1S8|FIN1S8_BOVIN
tr|[F1MJO7|FIMJ07_BOVIN
tr[ELBP38|E1BP38_BOVIN
trFIMHAS|FIMHA5_BOVIN
trFIMIL7|FIMIL7_BOVIN
tr[FIMBL6|FIMBL6_BOVIN
trFIMRK2|FIMRK2_BOVIN
trFIMGT1/FIMGT1_BOVIN

Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
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Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
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173973
87012
62927

130053

299727

208923

226523

220106

304704
69174

529407

221312
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tr[FIN6T6|FIN6T6_BOVIN
tr[FIMDH3|FIMDH3_BOVIN
trF1IMBJ7|FIMBJ7_BOVIN
tr|FINGI9|FINGI9_BOVIN
tr[E1BE64|ELBE64_BOVIN
tr|G5E6J5/G5E6J5_BOVIN
trFIML28[FIML28_BOVIN
trFIMJU4[FIMJU4_BOVIN
tr[G3MXG6|G3MXG6_BOVIN
tr[E1BFNS|E1BFN5_BOVIN
P10568]MYO1A_BOVIN
Q07130JUGPA_BOVIN
tr|Q2KJ80|Q2KJI80_BOVIN
tr/A5D9D1|A5DID1_BOVIN
P63026[VAMP2_BOVIN
trFIMDK1|FIMDK1_BOVIN
Q2KJD2]VAMP3_BOVIN
tr|G3X752|G3X752_BOVIN
P81401|VIP_BOVIN
trI7CT57|I7CT57_BOVIN
trFIN5M2|FIN5M2_BOVIN
Q3MHNS5|VTDB_BOVIN
P07224[PROS_BOVIN
P31404)VATA BOVIN
P31408)VATB2_BOVIN
Q32LB7|VATE2_BOVIN
P40682|VAS1_BOVIN
tr[QOVD14|Q0VD14_BOVIN
QIGLM3|RPGR1_BOVIN

097764|QOR_BOVIN
tr|/A7E3P5|A7E3P5_BOVIN
Q3ZCH5|ZA2G_BOVIN
tr[Q32KZ7|Q32KZ7_BOVIN

Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)
Uncharacterized protein (Fragment)2
Unconventional myosin-la
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase
Vacuolar protein sorting 33 homolog A (S. cerevisiae)
Vanin 2

Vesicle-associated membrane protein 2
Vesicle-associated membrane protein 2 (Fragment)
Vesicle-associated membrane protein 3
Vesicle-associated membrane protein 3 (Fragment)
VIP peptides

Vitamin D binding protein

Vitamin D-binding protein

Vitamin D-binding protein

Vitamin K-dependent protein S

V-type proton ATPase catalytic subunit A

V-type proton ATPase subunit B brain isoform
V-type proton ATPase subunit E 2

V-type proton ATPase subunit S1

WDRA45-like

X-linked retinitis pigmentosa GTPase regulator-interacting
protein 1

Zeta-crystallin

Zinc binding alcohol dehydrogenase domain containing 1
Zinc-alpha-2-glycoprotein

Zona pellucida binding protein

P W WNOMNONDN

N W N N D WM N O ) w
PNSSNOMRRWOOOOO Jo0kR,rERPOFPooP G oo

24
28
61
19

P PNMNNOWOEFE WN PR

= N N
ok, P, R oy

NP OO WWOWOooNNDNDN

N
a RN r o

P OFRP NRFPRPRNRRPRREROOLR

P N
B ook R

P PO W WOWoWONNDNDN

N
g5 B o

149981
270813
116096
219726
103705
49922
74213
140767
14759
78385
118869
56903
67508
52621
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12517
11535
11404
19165
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53356
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75133
68344
56577
26171
51781
38094
138433

35383
32091
33852
36956
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DECLARAGAO DE CORRECAO DE PORTUGUES E INGLES

Declaro, para os devidos fins, que realizei a revisdo da dissertacdio intitulada Avaliagfio
protedmica de plasma seminal de touros holandeses (Bosfaurus) de alta e baixa
fertilidades, de autoria de Arabela Guedes de Azevedo Viana, consistindo em correcéo

gramatical, adequag&o do vocabulério e inteligibilidade do texto.

Barbacena, 11 de Julho de 2018.
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