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RESUMO

Introducdo: Com o crescimento exponencial da populagdo mundial, a
agroindustria vem exigindo maiores nimeros e ganhos para atendermos as necessidades do
mercado, e isto influencia diretamente nos animais de producdo e a forma de selecdo e
melhoramento genético. O uso de marcadores moleculares principalmente de DNA, vem
auxiliando com maior precisdo o potencial genético dos animais antes mesmo da expressdo do
seu fenotipo. Objetivos e métodos: Fazer um levantamento sobre as principais proteinas
seminais relacionadas a fertilidade de ovinos deslanados, revisar procedimentos de coleta para
espermograma, além de ressaltar a importancia de se utilizar essa biotecnologia em prol da
agroindustria. Resultados: Foi possivel levantar dados sobre as 10 proteinas mais abundantes
encontradas no espermatozoide de carneiros da raga Morada Nova. Considerac6es finais: O
uso de marcadores moleculares de fertilizacdo em ovinos deslanados mostra-se de grande
importancia para os avangos na ovinocultura, permitindo que o potencial genético de um animal
seja determinado com mais precisdo. dessa forma gerando um melhoramento genético da

espécie e gerando ganhos econémicos.
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INTRODUCAO

A exploracdo de pequenos ruminantes domésticos, historicamente, é uma atividade
de grande importancia econémico-social, particularmente na maioria dos paises que possuem
regibes de climas arido e semiarido. Nestas regides, o segmento da sociedade que
tradicionalmente é envolvida no processo produtivo de pequenos ruminantes apresenta

elevados niveis de complexidade e multiplicidade de objetivos (ELLIS, 1996).

No Brasil, o rebanho ovino é de aproximadamente 16.019.170 cabecas, sendo a
regido Nordeste com maior concentracdo desses animais com cerca de 9.379.380 (58,55%),
(IBGE, 2008). Esses rebanhos apresentam algumas diferencas, considerando 0s aspectos raciais
e sistemas de exploracdo utilizados. Na regido Sul, os ovinos sdo destinados tradicionalmente
a producdo de 1&, embora essa tendéncia esteja mudando pela maior valorizacdo da carne. No
Nordeste, o rebanho ovino é constituido principalmente por animais deslanados, destinados a
producdo de carne e pele (OLIVEIRA & LIMA, 1994; EMBRAPA CAPRINOS, 2008).

Dentre as racas deslanadas, Santa Inés é a mais comumente difundida no estado do
Ceard, devido a sua adaptabilidade ao clima e condi¢6es de manejo, rusticidade, boa habilidade
materna e resisténcia as verminoses (embora seja exigente nutricionalmente). Nesse sentido, a
raca Santa Inés destaca-se como excelente alternativa para a producdo de carne em quase todas
as regides do Brasil. Estes atributos a colocam em posicdo estratégica como reserva de
diversidade genética factivel de uso em programas de melhoramento, por meio de selecéo e
cruzamentos. A baixa prolificidade e limitagdes em algumas caracteristicas de carcaca sao
atributos restritivos, mas que ndo comprometem a raca Santa Inés como opcdo viavel para
producdo de carne no Pais. (EMBRAPA).

Nos sistemas de producéo, a eficiéncia reprodutiva é um dos fatores essenciais para a
lucratividade (MATOS et al.,1992) e, portanto, a producao de carneiros depende da selecéo de
reprodutores testados e com alta capacidade fertilizante. Desse modo, é importante a incluséo
de caracteristicas reprodutivas dentre os parametros utilizados em sua sele¢do (ISLAM &
LAND, 1977). A analise dos parametros seminais e da integridade da cromatina espermatica
sdo utilizados para definicdo de critérios minimos aceitaveis para a selecdo de reprodutores,

assim como as dimensdes testiculares, podendo contribuir para um expressivo melhoramento
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genético devido as suas correlagdes com a producdo e qualidade seminal (YARNEY et al.,
1990).

Desse modo, este trabalho objetivou fazer um levantamento sobre as principais
proteinas presentes nos espermatozoides de carneiros deslanados da raca Santa Inés utilizando

a espectrometria de massas associada a cromatografia liquida.

METODOLOGIA

O experimento foi realizado no Nucleo de Ensino e Estudos em Forragicultura
(NEEF/DZ/CCAJUFC), em Fortaleza-Ceara. Foram utilizados 3 ovinos machos néo castrados
da raca Santa Inés, com aproximadamente 30 kg e dois anos de idade. Todos os animais foram
vermifugados e receberam suplementacédo de vitaminas A, D e E injetavel por via subcutanea.
O sémen foi coletado utilizando vagina artificial,

Ao restante do sémen foi adicionado inibidor de protease (Sigma—Aldrich, St. Louis,
MO, USA) e, em seguida, centrifugado (700 x g, 10 minutos, 4 °C), para separacdo do plasma
seminal e células espermaticas. As células espermaticas foram entdo submetidas ao processo
de extracdo e digestdo de proteinas. Em seguida, as amostras foram submetidas a analise de
espectrometria de massa (Orbitrap Q Exactive™ Plus -Thermo Scientific, Alemanha).

As atividades praticas desenvolvidas no presente trabalho, foram uma parceria entre
as universidades UFC: colaborando com os laboratorios e animais e UECE: atividades
laboratoriais e demais experimentos, e foram registradas sob o numero de protocolo
10420061/2022, junto ao Comité de Etica para o0 Uso de Animais Da Universidade Estadual do
Ceara (CEUA-UECE).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificadas um total de 118 proteinas nos espermatozoides de carneiros da raca Santa
Inés. Desse total de proteinas destacamos as dez mais abundantes (TUBB4B, TUBA3C, IL411,
ACR, ATP5F1B, ATP5F1A, LUZP2, ODF2, ALDOA e LDHA), conforme apresentado na
tabela 1.

Tabela 1. Lista das 10 proteinas mais abundantes encontradas no espermatozoide de carneiros

da raca Morada Nova.
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Cadigo de acesso Gene Abundancia Descricéo Proteina

Proteina (UniProt) 2
P68371 TUBB4B 140445.99 | Cadeia de tubulina beta-4B
PODPH7 TUBAS3C 93998.18 | Cadeia de tubulina alfa-3C
Q96RQ9 IL411 51839.10 |L-aminoé&cido oxidase
P10323 ACR 41933.06 | Acrosina

41379.73 | Subunidade beta da ATP sintase,
P06576 ATP5F1B mitocondrial

35206.05 | Subunidade alfa da ATP sintase,
P25705 ATP5F1A mitocondrial
Q86TE4 LUZP?2 33839.17 | Proteina de ziper de leucina 2
Q5BJF6 ODF2 33546.45 | Proteina de fibra densa externa 2
P04075 ALDOA 28925.53 | Frutose-bifosfato aldolase A
P00338 LDHA 28561.20 | Cadeia A da L-lactato desidrogenase

As tubulinas TUBB4B e TUBA3C encontradas no presente trabalho, sdo proteinas que
compdem os microtibulos. Os microtibulos sdo elementos citoesqueléticos que desempenham
papéis-chave nas diferentes etapas do desenvolvimento do esperma (GADADHAR E
HIRSCHMUGL, 2023). Como parte integrante do flagelo espermatico, a maquina molecular
gue gera a motilidade espermatica, os microtubulos também sdo essenciais para a motilidade
progressiva e capacitacdo do espermatozoide para o odcito, que € um pré-requisito para a
fertilizacdo (DVORAKOVA et al., 2005; FRANCOU, 2014). Nesse sentido, a abundancia
dessa proteina nos espermatozoides de ovinos se deve a sua funcdo na maquinaria do
citoesqueleto dessas células germinativas.

Outra proteina abundante encontrada foi a L-aminoacido oxidase (IL411), que ja foi
relatada anteriormente em espermatozoides de carneiro, touro e garanhdo (TOSIC & WALTON
1950; SHANNON & CURSON 1972, 1982; UPRETI ET AL. 1998; AITKEN ET AL., 2015).
A 1L411 é uma flavoenzima que catalisa a oxidacdo de L-amino&cidos em alfa-cetoécido,
amonia e perdxido de hidrogénio (H202) (ZHANG ET AL., 2021). Em espermatozoides
equinos a enzima L-aminoacido oxidase € capaz de gerar quantidades significativas de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e criar um estado de estresse oxidativo (AITKEN ET AL., 2015).
Em concentracdes fisioldgicas, as espécies reativas de oxigénio (ERO) modulam as alteracdes
morfolégicas necessarias para a maturacdo dos espermatozoides e 0S processos cruciais
envolvidos na capacitacdo, hiperativacdo e reacdes acrossomicas (ZHANG ET AL., 2021).

Nesse sentido, a IL411 pode ser considerada um marcador de espermatozoides funcionais.
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A acrosina (ACR)é uma serina proteinase acrossomal do esperma que esta envolvida
nos estagios iniciais da fertilizacdo como: reagdo acrossémica, reconhecimento e ligacdo do
espermatozoide a zona pellcida e penetracdo da zona pelucida pelos espermatozoides
(TAITZOGLOU ET AL., 2001). A acrosina exerce papel crucial na reproducéo, pois sem a
atividade da acrosina, a fertilizagdo n&o ocorreria. ldentificamos também como proteinas
abundantes as subunidades alfa e beta da ATP sintase, mitocondrial (ATP5F1B e ATP5F1A,
respectivamente). O ATP ¢ essencial para muitas das funcdes do esperma, como a motilidade
espermatica, o metabolismo celular, incluindo eventos de fusdo associados a fertilizagéo, e
depende da morfologia geral do esperma (RAJASINGAM ET AL., 2021).

A proteina de ziper de leucina 2 (LUZP2) é um motivo estrutural que permite formar
interacdes proteina-proteina e se ligar a sequéncias de DNA envolvidas na transcricdo génica.
Foi relatada em espermatozoides de bovinos (BYRNE ET AL., 2012) e humanos com
criptorquidismo (LU ET AL., 2017), entretanto seu papel nos espermatozoides ainda é pouco
explorado. Outra proteina abundante encontrada em nosso estudo foi a fibra densa externa 2
(ODF2), que € uma proteina citoesquelética necessaria para a de flagelos (cauda) e estabilidade
para transportar espermatozoides dos testiculos para os 6vulos (ITO ET AL., 2019).

Por fim a Frutose-bifosfato aldolase A (ALDOA) é uma enzima glicolitica envolvida na
ligacdo da zona pellcida (PETIT ET AL., 2013) e lactato desidrogenase (LDHA). A glicolise
¢ uma importante via conservada que foi substancialmente modificada durante a
espermatogénese dos mamiferos. Esta via metabdlica central € composta por dez enzimas que
convertem a glicose em piruvato, com uma producdo liquida de 2 ATPs por molécula de
glicose. O piruvato pode ser posteriormente metabolizado nas mitocdndrias através do ciclo de
Krebs e da fosforilagdo oxidativa, ou alternativamente convertido em lactato pela lactato
desidrogenase (LDH) (VEMUGANTI ET AL., 2007).

CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento dessas proteinas € de extrema importancia para desvendar 0s mecanismos
envolvidos na funcionalidade espermatica. O mapeamento dessas proteinas, também permitira

identificar os carneiros com subfertilidade e problemas na criopreservagdo de sémen.
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