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RESUMO

O metilmercurio (meHg) e bisfendispoliclorinados (PCBs) constituem
contaminantes encontrados em diversos compartimentos ambientais, com grande
capacidade de bioacumulagdo e biomagnificagdo, com impacto no sistema reprodutivo.
Os espermatozdides sdo produzidos nos tdbulos seminiferos dos testiculos pelos
processos de espermatogénese e espermiogénese. ApOs a sintese, 0S mesmos S&o
direcionados ao epididimo, onde sofrem o processo de maturacdo que confere aos
espermatozoides a aquisicdo da mobilidade celular e a capacidade de fertilizacdo. Esse
processo é dependente da interacdo de proteinas secretadas pelo epitélio epididimal com
as proteinas espermaticas, as quais passam por diversas modificaces pds-translacionais
durante o transito no epididimo. No entanto, pouco se sabe sobre o perfil proteico do
epididimo de ratos em resposta a exposi¢cdo ao meHg associado ou ndo com os PCBs,
em doses que mimetizam aquelas provocadas por intoxicagdes em humanos. O objetivo
foi avaliar, qualitativa e quantitativamente, as proteinas do epididimo em ratos expostos
com duas combinacdes de doses, por analise protedmica. Os resultados demonstraram
que a exposicao aos contaminantes alterou siginificativamente a expressdo de proteinas
principalmente envolvidas nos processos de informagdo génica e na transmissdo de
sinais. Assim, o trabalho abre perspectivas futuras para a confirmagéo dos efeitos dessas
proteinas na atividade funcional dos espermatozoéides frente a toxicidade, as quais
podem servir como biomarcadores moleculares de toxicidade reprodutiva masculina e
infertilidade.

Palavras- chave: Analise protéomica, contaminantes ambientais, toxicologia

ambiental.



ABSTRACT

.Methylmercury (MeHg) and bisfendispoliclorinados (PCBs) are contaminants
found in various environmental compartments, with great capacity for bioaccumulation
and biomagnification, with impact on the reproductive system. Sperm are produced in
the seminiferous tubules of the testes by spermatocytogenesis processes. After
synthesis, they are directed to the epididymis, where they undergo the process of
maturation that gives sperm the acquisition of cell motility and fertilization capacity.
This process is dependent on the interaction of proteins secreted by the epithelium with
epididymal sperm proteins which undergo various post-translational modification
during transit through the epididymis. However, little is known about the protein profile
of the epididymis of mice in response to exposure to MeHg or not associated with PCBs
at doses that mimic those caused by poisoning in humans. The objective was to evaluate
qualitatively and quantitatively, epididymal proteins in rats exposed to two
combinations of doses, for proteomic analysis. The results demonstrated that exposure
to contaminants siginificativamente altered the expression of proteins involved
especially in gene information processing and signal transmission. Thus, the work opens
prospects for confirmation of effects on functional activity of these proteins the front
sperm toxicity, which can serve as molecular biomarkers of male infertility and
reproductive toxicity.

Key words: proteomics analysis, environmental contaminants, environmental

toxicology.
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1 INTRODUCAO

A era da industrializacdo, na qual grande parte dos produtos sdo produzidos
quimicamente, constitui um meio para proporcionar facilidade a vida diaria da
populagdo. No entanto, o aumento de produtos industrializados corroborou para o
aumento dos danos ao meio ambiente e & saude das pessoas. O metilmercurio e o
bisfendispoliclorinados (PCBs) sdo exemplos de substancias encontradas no ambiente
com impactos negativos a essas duas esferas, apresentando, e multima instancia,
consequéncias prejudiciais a salde humana (Crespo-Lopez, Macedo e tal.,2011;
Ellsworth, Mamula et al.,2015;Kania-Korwele Lehmler, 2015).

O mercurio metélico em contato com a atmosfera pode ser oxidado pelo 0zdnio

ou outros oxidantes atmosféricos e transformado em ion mercdrio (Hg2+). Esse, por sua
vez,pode complexar-se comoutros ions presentes no ambiente, como o cloreto,e formar
HgCl2, que se deposita na agua e no solo, podendo formar metilmercurio (metilHg),
forma mais toxica (Tchounwou, Newsomeet al., 2003).

A intoxicagdo humana causada pelo metilHg ocorre principalmente pela ingestdo
de peixes, frutos do mar e derivados contaminados (Mahaffey,Clickneretal.,2009;Chen,
2012; Oken,Choietal.,2012; Sunderlande Selin,2013). Os niveis toxicos ocorre a partir
da ingestdo de 0,5mg por kg de peso corporal. A pds a ingestdo,a substancia é
absorvidae distribuida por todosos tecidos do corpo humano, possuindo tempo de meia-
vida bioldgica longa. Ja a contaminagéo pelos PCBs ocorre pela ingestdo e contato com
a agua, sedimentos e alimentos contaminados. Ambos, metilHg e PCBs sdo agentes
toxicos persistentes no ambiente e sofrem biomagnificacdo ao longo da cadeia trofica.
Uma vez que o metilHg e os PCBs frequentemente ocorrem juntos no ambiente, as
possiveis formas de interacdo destes quimicos, tais como efeitos aditivos, sinérgicos ou
antagonistas, devem ser amplamente investigadas (Cory-Slechta,2005). Estudos in vitro
(BemiseSeegal,1999;2000;2004) e in vivo(Roegge,Wangetal.,2004; Roeggee Schantz,
2006) tém sugerido efeito sinérgico. No entanto, estes dados sdo ainda controversos
(Widholm, Villarealet al., 2004; Vitalone, Catalaniet al., 2010; Coccini, Roda et al.,
2011).

Os danos toxicos incluem desde comprometimento do cértex visual (Dasari e
Yuan, 2009), neurotoxicidade (Altmann,Mundyetal.,2001; Murata,Grandjeanetal.,2007)
e até disfuncbes reprodutivas masculinas com acometimento da espermatogénese e da

esterioidogénese  testicular (Homma-Takeda, Kugenumaetal.,2001; FossatoDa
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Silva,Teixeiraetal.,2011; Petersen,Hallingetal.,2015). A desregulacdo enddcrina
também  constitui um  dos  efeitos  toxicos  desses  contaminantes
(Wang,Changetal.,2006;Li,2007). Presente em alguns pesticidas, os PCBs interferem na
sintese, secrecdo, transporte, ligacdo, acdo ou eliminacdo de hormdnios (Wang,Chang
etal.,2006), os quais sdo responsaveis pela manutencdo, reproducdo, desenvolvimento
e/ou comportamento dos organismos.

Os avangos da vida moderna tém sido acompanhados por variados impactos
ambientais com implicacbes na salde humana. Dentre esses, 0 aumento dos casos de
infertilidade masculina, constitui um problema comum em todoo mundo (Pant,
Pantetal.,2013;Gao,Mruketal.,2015). Na maioria dos casos, a etiologia da infertilidade
ainda permanece desconhecida. Segundo a Organiza¢cdo Mundial de Salde, a avaliacdo
da fertilidade masculina deve ser realizada pela analise do sémen convencional, com
foco no numero, na morfologia e no percentual de motilidade dos espermatozdides, bem
como no numero de leucocitos (WHO,2010). No entanto, seu valor preditivo para
avaliar a qualidade do esperma e fertilidade é limitado (Cooper, Noonanetal.,2010;
Esteves,Zinietal.,2012). Assim, o diagndstico e a compreensdo da causa da infertilidade
masculina idiopética passaram a ser avaliados por técnicas moleculares objetivando
avaliar a expressdo de proteinas essenciais com fungdo na regulacéo da fertilizagéo.

O sistema reprodutor masculino da maioria dos mamiferos é composto por
testiculos, epididimos, ductos deferentes, glandulas sexuais acessdrias (como prostata e

vesicula seminal) e pénis (SOKOL, 1997), demonstrado na figura 1:

Figura 1: Sistema reprodutor masculino de mamiferos
Fonte: Hormonas em acgéo
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A espermatogénese, que ocorre nos testiculos, € um processo celular altamente
coordenado e regulado. E responsavel por transformar as espermatogonias, células
diploides indiferenciadas, em espermétides haploides, quea pos sofrer o processo de
diferenciagdo celular, sdo citodiferenciadas em espermatozdides. Essas células sdo
altamente especializadas, alongadas e terminalmente diferenciadas, capazes de
transportar o genoma paterno para o ovocito durante a fecundagdo. A maturagéo pos-
testicular, que ocorre no epididimo, é caracterizada pelas modificacbes nos
espermatozodides, onde apenas uma quantidade minima de organelas citosélicas é
mantida, com impacto na perda completa da sua capacidade transcricional. No entanto,
durante o transporte pelo epididimo, os espermatozoides passam por uma série de
modificacbes pods-traducionais que lhe conferem um grande numero de proteinas
estrutural e funcionalmente competentes (Gatti, Castella et al., 2004).

O produto inicial da expressdo génica em um organismo € conhecido como
transcriptoma e se caracteriza por uma colegdo de moléculas de RNA mensageiro
(mRNA) cuja informacdo biologica é requerida pela célula em um determinado
momento. Essas moléculas de mRNA séo sintetizadas apartir de genes que codificam as
proteinas e direcionam a sintese do produto final da expressdo génica, o proteoma
(Domone Aebersold,2006). Assim, este corresponde a avaliagdo da expressdo mdultipla
das proteinas codificadas pelo genoma, que especifica a natureza das reacdes
bioquimicas que a célula esta apta a realizar. Com a completa codificacdo do genoma,
um grande desafio é entender a funcdo de todoso s produtos génicos e como eles
contribuem para formar um organismo ou tecido viaveis.

O fato de os espermatozoOides apresentarem uma capacidade limitada de
biossintese, a analise do transcriptoma como um método de escolhapara investigar as
alteracOespods-testiculares ndo é recomendado. No entanto, novos avangos em
protedmica abriram possibilidades no entendimento geral da dinamica da fun¢do dessa
célula, com impacto na reproducdo. Ainda estdo a ser feitos esforcos continuos para
identificar proteinas nucleares de esperma, as proteinas necessarias para a motilidade do
esperma, proteinas da membrana requeridas para capacitacéo, interagdo como ovocito e
fecundagéo (Jassim,Gillott et al.,1992; Yoshii,Kujietal.,2005; Zhao,Huo et al.,2007; De
Mateo,Castillo et al.,2011;Ashrafzadeh,Karsani et al., 2013; Wang, Guo etal., 2013;
Castillo, Amaral et al., 2014).

O epididimo é um 6rgédo do aparelho genital masculino formado por um ducto

delgado altamente contorcido que conecta o0 ducto deferente, por onde os
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espermatozoides recém-sintetizados nos tibulos seminiferos chega ao epididimo, até o
ducto eferente, por onde os mesmo sdo levados até a prostata para se associar ao
contetido das vesiculas (Sullivan, Saez et al.,2005). E composto por trés regides
anatdmicas: cabeca, corpo e a cauda. Esta relacionado a uma variedade de fungdes
incluindo o transporte, prote¢éo, maturagdo, concentracdo e armazenamento do esperma
(Rodriguez, 2002).

O lumen do epididimo das regibes da cabega e do corpo é o micro ambiente no
qual os espermatozdides adquirem motilidade e fertilidade através do processo de
maturacdo o qual se d& a partir da interagdo entre as proteinas sintetizadas e secretadas
pelo epitélio do epididimo e do esperma em maturacao
(Klinefelter,Welchetal.,2002;Toshimori,2003). Essas ultimas sofrem ainda as
modifica¢des pos-translacionais, as quais demonstram ser importantes para a maturagdo
espermética e aquisicdo do potencial fertilizante. Essas modificagdes incluem
fosforilacdo, glicosilagdo e processos celulares das proteinas espermaticas durante o
transito pelo epididimo resultando em alteracdes na funcéo protéica e na localizacdo que
levam & maturacdo dos espermatozdides. Apds o processo de maturacdo, 0S
espermatozdides alcangam a regido da cauda onde eles sdo armazenados e mantidos em
estado quiescente até 0 momento da ejaculacdo. Cada uma das regiGes possui perfis de
expressdo génica diferenciados (Jelinsky,Turneretal., 2007), que distinguem as
proteinas secretadas no lumen (Belleannee,Labas et al., 2011), estabelecendo
compartimentos fisiol6gicos que afetam direta e indiretamente a maturacdo (Saez,
Frenette et al.,2003;Belleannee,Labas et al., 2011).

Assim, alteracbes no tempo de transito podem resultarem problemas na
maturacdo espermdtica e no numero de gametas durante a ejaculagdo
(Klinefelter,Welchetal.,2002).Vériostrabalhos demonstraram que a exposi¢do a
contaminantes quimicos esta associada a efeitos adversos na reprodugéoexperimental e
humana masculina incluindo a diminuicdo da qualidade espermaética (Bay,Asklund et
al.,2006; Nordkap, Carlsen et al.,2012).Embora o epididimo seja considerado um 6rgédo-
alvo do efeito tdxico de varias substancias (Klinefeltere Suarez,1997), pouco se sabe
ainda sobre o0s mecanismos moleculares envolvidos na toxicidade induzida pelo
metilHg e bisfendis, que poderdo contribuir para a descoberta de biomarcadores de

toxicidade por esses toxicantes ambientais.



16

2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

Atualmente, as &guas e alimentos estdo contaminadas por poluentes ambientais
como por exemplo, o metilHg e PCBs, em maior ou menor grau. Como consequéncia,
quanto maior 0 seu consumo, maior a exposi¢do individual a esses compostos.Nesse
contexto, embora a literatura é vasta com relacdo aos estudos envolvendo o efeito toxico
desses compostos sobre o sistema reprodutivo masculino, pouco ainda se sabe sobre os
mecanismos moleculares pelos quais os contaminantes ambientais afetam a maturagdo
dos espermatozdides, que podem estar relacionados com a infertilidade masculina.
Assim, o objetivo desse projeto é avaliar os perfis protéicos envolvidos na resposta
toxicoldgica no epididimo de ratos ap0s a exposicdo aos contaminantes ambientais,

metilHg e PCBs, em associagao.
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MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Ratos da linhagem Wistar, machos (n=30, 21 dias de idade), foram adquiridos e
mantidos no biotério da Universidade do Sagrado Coragdo, em condi¢bes controladas
de luminosidade (12 horas de luz/ 12 horas de escuro) e temperatura (média de 23°C).
Os animais receberam &gua e racdo para roedores & vontade. Os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité local de Etica no Uso de Animais (CEUA
# 1289080915, anexo). Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos

experimentais (n=10/grupo), especificados na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1: Grupos experimentais

Grupos Experimentais

Grupo 1 (G1, n=10) Controle Negativo
Grupo 2 (G4, n=10) MeHg (0,05mg/Kg/dia) + Aroclor (0,1mg/Kg/dia)

Grupo 3 (G5, n=10) MeHg (0,5 mg/Kg/dia) + Aroclor (1,0 mg/Kg/dia)

As doses escolhidas de MeHg (solugéo comercial, Merck®) foram consideradas
baixas doses e foram baseadas em estudos prévios (Passos et al., 2008, Grotto et al.,
2011, Guo et al., 2012). A escolha das doses de PCBs, produto comercial Aroclor
(Sigma Aldrich®) foi baseada na dose NOAEL (“no observed adverse effectlevel”)
deste composto (Gray et al., 1993). Os quimicos foram diluidos em 6leo de milho e
administrados diariamente por gavagem (volume de 1ml/Kg). O tratamento dos machos
foi realizado do dia p6s-natal (DPN) 23 ao DPN 53, de acordo com protocolo sugerido
pela agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos da América (US EPA, 2004),
para estudo de toxicidade juvenil. Os animais foram pesados e submetidos a avaliacéo
clinica a cada dois dias durante todo o periodo experimental. No DPN 53, 10

animais/grupo experimental foram eu tanasiados para a determinacéo do perfil proteico.

3.2 ANALISE PROTEOMICA DO EPIDIDIMO
3.2.1 Coleta do epididimo

No DPN 53, foi realizada a coleta do epididimo direito e 0os mesmos foram
imediatamente congelados em N liquido e mantidos a -80°C até o momento da

avaliagdo.
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3.2.2 Analise Protedmica
Os epididimos foram homogeneizados em Ny liquido e as proteinas foram

extraidas com tampéo de extracdo contendo uréia 6M e thiuréia 2M em 4gua, acrescido
de DTT100 mM, por 1 hora no voértex a 4°C. O sobrenadante foi coletado e a seguir, foi
realizado um pool de trés amostras por grupo, resultado em 3 amostras finais a serem
submetidas a analise. Foi acrescido as amostras, solu¢cdo de AMBIC 50mMe uréia3M
até completar o volume de 1000ul. Apds esse procedimento, as mesmas foram
submetidas ao amicon para concentragdo das proteinas e troca de solvente sob
centrifugacéo a 5000 rpm a 20°C.

Apés esse periodo, foi realizada a quantificacdo de proteinas totaise a
concentracdo ajustada para 50ug/50ul. Asvolumes correspondentes foram transferidas
para um novo microtubo (Axygen) e 10 ul de AMBIC 50 mM foi adicionado as
amostras seguido de 25 pl da solugdo RapiGest SF a 0.2 % (Waters). A solucéo foi
incubada em bloco aquecido (37°C) por 30min e feito spin. A seguir, foi adicionado
2.5ul de DTT 100 mM, com agitacdo de vortex, & solucéo foi incubada em bloco
aquecido (37°C) por 60 min. Apds a amostra ter resfriado a temperatura ambiente, 2.5pul
de iodoacetamida 300 mM foi adicionada e incubada no escuro por 30 min. A digestéo
protéica foi realizada pela adicdo de tripsina (50 ng/ul) a 37°C overnight. Ap6s a
digestdo, 10 pl de &cido trifluoroacético a 5% foi adicionado, agitado em vdrtex e
incubado a 37 °C por 90 min com o objetivo de hidrolisar o RapiGest. A amostra foi
centrifugada a 14000 rpm por 30 min a 6°C e o sobrenadante foi transferido para um

outro microtubo (Waters Total Recovery vial- Waters).

3.2.3 Analise por nanoUPLC acoplado a espectrometria de massas
As amostras foram analisadas em triplicata. Todos os experimentos foram

realizados no sistema nanoACQUITY UPLC (Waters) acoplado ao espectrometro de
massas Xevo QTof G2 (Waters). Inicialmente, foi realizada uma separacdo em
nanoescala com o sistema UPLC nanoACQUITY equipado com uma coluna C;g do tipo
HSS T3 (Acquity UPLC HSS T3 column 2,1 mmx50 mm; 1,8 um, Waters). A coluna
foi pré-equilibrada com a fase mdvel B (Acetonitrila contendo &cido férmico 0,1%) e
em seguida os peptideos foram separados pro gradiente linear de 7-85 % de fase movel
B durante 70 min com fluxo de 0,4 pL/min e a temperatura da coluna foi mantida a 35
°C. A andlise de peptideos tripticos foi realizada no espectrdmetro de massas Xevo G2
QTof, operando no modo ion positivo, com o tempo de aquisicdo de dados de 70 min.

Os dados obtidos foram processados através do software ProteinLynx GlobalServer
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(PLGS) versdo 3.0 (Waters). A identificacdo das proteinas foi obtida através do
algoritmo de contagem de ions incorporado ao software, que foi buscado no banco de
dados da espécie Rattus norvegicus baixado do catilogo do UniProt (Universal Protein
Resource). As alteracfes quantitativas em niveis protéicos foram analisadas utilizando-
se 0 PLGS Expression E, de acordo com as intensidades de pico dos ions peptidicos

medidos.

3.2.4 Quantificagéo livre de marcadores (“label-free”)

A quantificagéo livre de marcadores foi feita utilizando o software ProteinLynx
Global Service (PLGS, v 2.2.5, Waters). Todas as proteinas identificadas com um score
com confian¢a maior que 95% foram inclusas na analise quantitativa. Os peptideos
idénticos de cada triplicata por amostra foram agrupados com base na precisdo de massa
(< 10 ppm) e numa tolerancia de tempo de retencdo <0,25 minutos, usando o software
de agrupamento incluso no PLGS v. 2.3. Foi feita uma normalizagdo usando a funcdo de
autonormalizacdo do PLGS. A significancia das razfes de expresséo relativa foram
calculadas usando o algoritmo Monte-Carlo e expressas como p<0,05 para as proteinas
subrreguladas e p>0,95 para as proteinas superreguladas, respectivamenre. Apenas
proteinas identificadas em 2 das 3 corridas foram selecionadas para as analises

subsequentes.

3.25 Analise dos dados por bioinformética

Com o objetivo de compreender o significado biol6gico dos resultados
quantitativos da andlise protedmica, as listas de proteinas diferencialmente alteradas nas
comparacdes entre os diferentes grupos experimentais foram submetidos a anélise de
interacdo de vias e classificagcdo funcional Gene Ontology (GO) através do programa

ClueGO v2.0.7 + Clupedia v1.0.8, Cytoscape plugin (cytoscape version 3.2.1).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ANALISE PROTEOMICA

As alteragdes de expressdo proteica foram determinadas nas comparagdes entre
0s grupos controle e expostos as associagbes MeHg (0,05mg/Kg/dia) + Aroclor
(0,1mg/Kg/dia), denominada | ou MeHg (0,5 mg/Kg/dia) + Aroclor (1,0 mg/Kg/dia),
denominada Il. Foram identificadas 709 proteinas nas comparagdes | e I,
respectivamente. Destas referentes & comparagdo |, 128 proteinas apresentaram
diferenca de expressdo e 581 se mostraram exclusivas (no grupo controle ou
experimental). Com relacdo & comparacdo Il, 118 proteinas tiveram alteragdo
significativa de expressdo enquanto 613 proteinas sdo exclusivas aos respectivos
grupos. As tabelas 2 e 3 indicam a quantidade de proteinas encontradas nas duas

comparagoes.

Tabela 2: Nimero de proteinas com alteracGes de expressao

Comparagéo Numero de proteinas com alteracéo de
expressao
Controle VS. MeHg (0,05mg/Kg/dia)+ 128

Aroclor (0,1mg/Kg/dia

Controle VS. MeHg (0,5 mg/Kg/dia) + 118
Aroclor (1,0 mg/Kg/dia)

Tabela 3: Niumero de proteinas exclusivas de todas as comparagoes.

Grupos Namero de proteinas Numero de proteinas
exclusivas na comparagdo exclusivas na comparagao
I 1

Controle 482 490
MeHg (0,05mg/Kg/dia)+ 99 _
Aroclor (0,1mg/Kg/dia)
MeHg (0,5 mg/Kg/dia) + _ 123

Aroclor (1,0 mg/Kg/dia)

Esses dados indicam que a associagéo dos toxicos nas menores doses induziu ao
aumento de proteinas com diferenca de expressdo e menor ndmero de proteinas

exclusivas. Com relagdo a esses proteinas, a maioria delas se mostraram presentes no
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grupo controle. Portanto, a contaminagdo com meHg e Aroclor resultou em perda da
expressao de ~83% e ~80% das proteinas, respectivamente nas comparacdes | e 1.
No diagrama de Venn (Figura 2), observa-se s relagdes de alteracdo de expresséo

indicadas nas tabelas acima

Figura 2: Diagrama de Venn das comparagdes entre 0s grupos

Nos apéndices podemos observas as tabelas com todas as proteinas descritas
para cada relagéo.

4.2 CLASSIFICACAO FUNCIONAL
Para cada concentragdo foi realizada a classificagdo funcional como descrita em

matérial e métodos.As figuras 3 e 4 mostram as categorias referentes as comparagdes | e
Il, respectivamente. Nesta figura podemos observar que 0s termos com maiores

porcentagem de genes estdo relacionados ao metabolismo.



%Genes / Term
o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S0 S5 60 65 70 75 80 8 90 95 100 105
sulfur amino acid biosynthetic process 2
serine family amino acid biosynthetic process 2
oyst metabolic process 2
homoserine metabolic process
homocyst metabolic process 2
cysteine biosynthetic process 2
transsulfuration
regulation of antigen receptor-mediated signaling pathway 2
negative regulation of antigen receptor-mediated signali... 2
regulation of T cell receptor signaling pathway 2
negative regulation of T cell receptor signaling pathway 2
RNA export from nucleus |
TRNA export from nucleus
positive regulation of cell morphogenesis involved ...
regulation of epithelial to mesenchymal transition
positive regulation of epithelial to mesenchymal transition 2
prostaglandin biosynthetic process 2
regulation of fatty acid metabolic process 3
negative regulation of acute inflammatory response 2
fatty acid transport 5
positive regulation of fatty acid metabolic process 2
unsaturated fatty acid biosynthetic process 3
icosanoid secretion 2
long-chain fatty acid transport 4
icosanoid transport 2
arachidonic acid secretion 2
prostanoid metabolic process 2
prostanoid biosynthetic process 2
prostaglandin metabolic process 2
ATP catabolic process 4
energy coupled proton transport, down electrochemic... 2
purine nucleoside triphosphate biosynthetic process 4
ATP synthesis coupled proton transport 2
purine ribonucleoside triphosphate biosynthetic process 4
fatty acid oxidation S
fatty acid catabolic process 4
fatty acid beta-oxidation 4
hindbrain morphogenesis 2
cerebellum morphogenesis 2
cerebellar cortex development 2
cerebellar Purkinje cell layer development 2
DNA packaging 12
chromatin assembly 12
nucleosome assembly 12
lipopolysaccharide-mediated signaling pathway 2
regulation of lipopolysaccharide-mediated signali... 2
negative regulation of protein polymerization 3
negative regulation of actin filament polymerization 2
negative regulation of B cell activation 2
regulation of B cell proliferation 3
negative regulation of B cell proliferation 2
photoreceptor cell development 2
eye photoreceptor cell development 2
positive regulation of B cell mediated immunity 2
regulation of immunoglobulin mediated immune response 2
positive regulation of immunoglobulin mediated immu... 2
retinol metabolic process 2
retinoic acid metabolic process 3
retinoid metabolic process I3
L-amino acid transport 2
amino acid import 2
L-amino acid import 2
positive regulation of potassium ion transport 2
regulation of potassium ion transport 2
Rab protein signal transduction
regulation of ATPase activity 3
positive regulation of ATPase activity 3
GMP metabolic process 2
regulation of cGMP metabolic process 2
positive regulation of glucose transport 3
regulation of glucose transport 3
negative regulation of glial cell apoptotic process 2
positive regulation of glucose import 3
regulation of glucose import 3
glucose import 3
centrosome cycle 2
centrosome duplication 2
regulation of fibrinolysis 2
fibrinolysis 2
myofibril assembly 6
cardiac cell development 4
cardiac muscle cell differentiation 5
cardiac muscle tissue morphogenesis 4
ventricular cardiac muscle tissue development 2
skeletal myofibril assembly 3
cardiac muscle cell development 4
skeletal muscle thin filament assembly 3
cardiac myofibril assembly 3
ventricular cardiac muscle tissue morphogenesis 2
ventricular cardiac muscle cell differentiation 2
ventricular cardiac muscle cell development 2
glycolysis 8
glucose catabolic process 8
endochondral ossification 2
cartilage development involved in endochondral bo... 2
regulation of cellular response to insulin stimulus 2
negative regulation of cellular response to insulin stimulus 2
regulation of insulin receptor signaling pathway 2
negative regulation of insulin receptor signaling pathway 2
regulation of alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl...
membrane hyperpolarization 2
positive regulation of acute inflammatory response 2
gluconeogenesis 1 4
regulation of DNA repair | 2
glutamine metabolic process 2
glutathione metabolic process ' 6
acidic amino acid transport 2
mRNA modification 2
histone deacetylation 2
peptidyl-cysteine methylation 2
protein N-linked glycosylation via asparagine 2
NAD metabolic process
monocyte differentiation 2
ER-associated protein catabolic process | 2
negative regulation of transforming growth factor be... 2
axon regeneration | 2
positive regulation of vesicle fusion 2
cellular modified amino acid biosynthetic process 2
regulation of DNA damage response, signal transduction ... {' 2
sarcomere organization 2
regulation of anti-apoptosis 3
positive regulation of bone resorption 2
glycosphingolipid catabolic process . 2
positive regulation of phagocytosis 3
protein stabilization 3
positive regulation of NF-kappaB transcription fact... s
spindle assembly 2
protein homotetramerization H
positive regulation of synaptic transmission, glutamatergic 2
regulation of interferon-gamma-mediated signali... 1 2
protein homotrimerization 2
protein K48-linked ubiquitination 2

~

~
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Figura 3: Analise funcional da comparacédo entre os animais dos grupos controle e meHg (0,05
mg/Kg/dia) + Aroclor (0,1 mg/Kg/dia). As categorias estdo apresentadas baseada na ontologia
génica de acordo com a funcdo bioldgica de que participam, fornecida pelo software
Cytoscape® 3.2.1. Somente termos significativos foram utilizados (k=0.5) e a distribui¢do foi
feita de acordo com a porcentagem do nimero de genes associados a cada termo.

%Genes / Term
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

transition metal ion transport S
regulation of systemic arterial blood pressure mediated ... 4
glucose metabolic process 13
glucose catabolic process 12
gluconeogenesis b
glycolysis 12
tricarboxylic acid cycle 4
ATP catabolic process 4
DNA packaging 13
chromatin assembly or disassembly 13
nucleosome assembly 13
cellular modified amino acid metabolic process 10
fatty acid biosynthetic process 6
fatty acid beta-oxidation 4
unsaturated fatty acid biosynthetic process 4
glutathione metabolic process 6
anti-apoptosis 11
neurotransmitter secretion 5
cellular amino acid biosynthetic process S
fatty acid catabolic process 4
cellular amino acid catabolic process 4
regulation of exocytosis 6
hexose biosynthetic process S
hexose catabolic process 12
pyridine nucleotide metabolic process 5
fatty acid oxidation 4
NAD metabolic process 4
keratinocyte differentiation S
chromatin assembly 13
regulation of protein stability S
response to estradiol stimulus 10
regulation of prot | ubiquitin-dt dent prote... 4
Rab protein signal transduction 4
unsaturated fatty acid metabolic process 4
nucleosome organization 13
hydrogen peroxide catabolic process 4
regulation of ATPase activity q
positive regulation of protein catabolic process 4
positive regulation of endocytosis 4
positive regulation of proteolysis 4
nicotinamide nucleotide metabolic process S
cardiac muscle tissue development 6
regulation of phagocytosis 4
actin filament bundle assembly 4
positive regulation of NF-kappaB transcription fact... S
protein homooligomerization 14
protein tetramerization 6
protein homotetramerization 6
regulation of proteasomal protein catabolic process 4
DNA conformation change 13
cellular response to lipopolysaccharide S
monocarboxylic acid catabolic process 4

Figura 4: Andlise funcional da comparacdo entre os animais dos grupos controle e meHg (0,5
mg/Kg/dia) + Aroclor (1,0 mg/Kg/dia). As categorias estdo apresentadas baseada na ontologia
génica de acordo com a funcdo bioldgica de que participam, fornecida pelo software
Cytoscape® 3.2.1. Somente termos significativos foram utilizados (k=0.45) e a distribui¢do foi
feita de acordo com a porcentagem do nimero de genes associados a cada termo.

Devido ao grande numero de proteinas encontradas, optou-se por discutir os

resultados dando énfase as proteinas possivelmente relacionadas a toxicidade e as
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modificagdes transducionais, fendmenos importantes que ocorrem durante o trajeto dos
espermatozoides no epididimo.

Diferentes subtipos de histonas foram encontradas em menor quantidade nos
grupos intoxicados. As histonas sdo proteinas encontradas no ndcleo das células
eucarioticas com funcdo de empacotar DNA em unidades estruturais chamadas
nucleossomos como também na regulacdo de genes. Essas proteinas apresentam
modificagdes postranslacionais, as quais alteram a interacdo com o DNA e proteinas
nucleares, regulando diversos processos bioldgicos como regulagdo génica, reparo de
DNA, condensagdo cromossdmica durante a mitose e espermatogénese (durante a
meiose). Nesse sentido, foi mostrado que a fosforilagdo das histonas do esperma esta
envolvido na condensacdo da cromatina que ocorre durante a transformacédo do
espeermatozoide no epididimo. Aproximadamente 15% do DNA genémico de esperma
humano permanece ligada ao histonas (92-95), e modificacbes pos-tradugdo destas
histonas restantes poderiam ter profunda importancia funcional. Estudos descobriram
que os locais genémicos das histonas residuais ndo estdo localizados aleatoriamente
(96-99), fornecendo evidéncias de que as suas modificagdes podem ter consequéncias
criticas, como a esterilidade. Esses trabalhos permitem sugerir que a exposi¢do aos
contaminantes meHg e aroclor, mesmo em baixas concentracdes, interferem na
condensacdo da cromatina dos espermatozdides, os quais podem ter implicagdes na
fertilidade.

A analise funcional revelou a presenca de proteinas associadas ao metabolismo.
Encaixam-se nesta categoria, por exemplo, proteinas relacionadas ao metabolismo de
aminodcidos, carboidratos, sintese de energia lipideos e &cidos graxos (RISON;
HODGMAN e THORNTON, 2000). De maneira geral, proteinas relacionadas ao
metabolismo sdo compreendidas como aquelas cuja fungdo esta relacionada com a
obtencéo de energia e degradacdo de macromoléculas, além de pequenas moléculas.
Portando, as alteracOes de expressdo nessas proteinas sugerem que o metabolismo pode
ser significativamente alterado quando da exposi¢do ao metilHg em associacdo com
aroclor, interferindo na sintese proteica.

O epididimo estd envolvido no transporte, armazenamento e maturacdo do
esperma. Esta inclui uma série de modificagbes bioquimicas sofridas pelos
espermatozoides do epididimo, essenciais para a aquisicdo de capacidade fertilizante e
motilidade (Cooper e Yeung, 2006). O epitélio do epididimo secreta vesiculas

membranosas, chamados epididimosomas, onde uma mistura complexa de proteinas
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esta associada. Estas vesiculas possem a funcédo de transferir proteinas selecionadas aos
espermatozoides, envolvidas na maturagdo. Dentre essas proteinas incluem-se
Elongation factor 1-alpha 1, Interferon induced transmembrane protein 1, Ras-related
protein Rab-2, Ubiquitin e Anexin (Thimon V et al., 2008). Os resultados demonstraram
que essas proteinas se mostraram ausentes no grupo intoxicado, sugerindo qua
maturacgdo dos espermatozoides é prejudicada pelos contaminantes ambientais.

O perfil das proteinas ndo foi altamente alterado entre 0s grupos experimentais,
em funcdo das doses. Isso demonstra que doses bastante baixas ja séo eficientes em
induzir toxicidade e alterar a maturacdo dos espermatozoides. No entanto, ainda
permance desconhecido a correlagdo desses perfis protéicos sobre a alteracdo funcional
dos mesmos, como seu nimero e motilidade. Além disso, o efeito individual de cada
contaminante sobre a alteracdo proéica no epididimo ndo pode ser inferida ja que a

contaminagaoo experimental foi realizada apenas em associagé&o.
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5 CONSIDERACOES FINAIS
Conclui-se que a contaminacdo experimental por metilHg e Aroclor,

independente da combinagbes de doses, induz alteracdo qualitativa e quantitativa de
proteinas no epididimo de ratos. Esse trabalho abre perspectivas futuras no sentido de
extrapolar o seu significado biolégico funcional e na descoberta de biomarcadores de

toxicidade e /ou de infertilidade masculina.
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Tabela 4: Proteinas identificadas com alteracdo de expressdo significativa no epididimo na

comparacdo entre os grupos controle e metilHg(0,05 mg/Kg/dia) + Aroclor (0,1 mg/Kg/dia).

ID Nome da Proteina Score P MeHg+Aroclor
P04642 L-lactate dehydrogenase A 320,21 0,98 1
chain
P62632 Elongation factor 1-alpha 2 1648,43 0,99 1
P62982 Ubiquitin-40S ribosomal 191,24 0,96 1
protein S27a
F1M4G6 Uncharacterized protein 737,14 0,96 1
(Fragment)
BOBMSS8 Myl9 protein 1079,22 0,96 1
F1LPO5 ATP synthase subunit alpha 665,2 0,96 1
P14659 Heat shock-related 70 kDa 1898,94 0,99 1
protein 2

P06761 78 kDa glucose-regulated 3328,92 0,99 1
protein

P63018 Heat shock cognate 71 kDa  3946,56 0,97 1
protein

COJPT7 Filamin alpha 160,9 0,97 1
P46462 Transitional endoplasmic 439,74 0,97 1

reticulum ATPase

FSWFKG6 Glutathione peroxidase 799,62 0,99 1

MOR8M9 Heat shock cognate 71 kDa  3946,56 0,98 1

protein
P24090 Alpha-2-HS-glycoprotein 212,56 0,96 1
P15999 ATP synthase subunit alpha, 665,45 0,96 1
mitochondrial
P12346 Serotransferrin 2658,42 0,99 1

F1LUG9 Protein Rps2713 191,24 0,98 1

P11598 Protein disulfide-isomerase 1058,79 0,95 1
A3
P48500 Triosephosphate isomerase 837,35 0,97 1
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Q5GRG2 Carboxylesterase 5A 615,36 0,97 )

Q64122 Myosin regulatory light 1079,22 0,98 1
polypeptide 9

P13601 Aldehyde dehydrogenase, 169446 0O !
cytosolic 1

G3V7C6 RCG45400 4365,52 0,02 !

POC169 Histone H2A type 1-C 5157,85 0,01 !

POCOS7 Histone H2A.Z 515785 0 !

Q00729 Histone H2B type 1-A 128,27 0 !

Q00715 Histone H2B type 1 449738 O !

P85108 Tubulin beta-2A chain 516525 0 !

D4A817 Histone H2B 449738 O !

MORBQ5 Histone H2B 449738 O !

D3ZNH4 Histone H2B 449738 O !
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BOBN47 Glutathione S-transferase, 881,69 0,01 !
mu 6

P70490 Lactadherin 501,79 0,03 !

D4ACV3 Histone H2A 5157,85 0,01 !

V9GZ85 Actin, cytoplasmic 2 17495,84 0,02 !
Fragment

D3ZWM5 Histone H2B 449738 O !

G3V9C0 Histone H2A 5157,85 0 !

POCCO09 Histone H2A type 2-A 5157,85 0,01 !

MOR8B6 Protein Tubbl 645,08 0,02 !

P62804 Histone H4 7533,02 0 !

Q4FZT6  Histone H2A type 3 5157,85 0 !

G3Vv983 Glutathione S-transferase 5460,98 0,02 !
Mu 1

MOR537 Histone H3 208,58 0 !
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MORDM4 Histone H2A 515785 O !

B4F7C2 Protein Tubb4a 297383 0 !

P02262 Histone H2A type 1 515785 O !

D3ZVK7 Histone H2A 515785 O !

D3ZJ08 Histone H3 208,58 0 !
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Tabela 5: Proteinas exclusivas no epididimo na comparagao entre os grupos controle e
meHg(0,05 mg/Kg/dia) + Aroclor (0,1 mg/Kg/dia).

ID Nome da Proteina Sco Me
re Hg+
Aroc
lor

F1LN18  Hypoxia up-regulated protein 1 143, -
56

Q6AYS7 Aminoacylase-1A 8 -

D4A8L8  Protein Fpr2 75,1 -
5

D4AEE8 Uncharacterized protein 112, -
1

MOR788  Uncharacterized protein 167, -
21

P16638 ATP-citrate synthase 904 -
1

Q6AZ26  C-terminal binding protein 1 139, -
55

Q64428  Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial 95,3 -

Q9R080  G-protein-signaling modulator 1 156, -
82

D4A5D3  Budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog (S. 915 -
cerevisiae) (Predicted) 9

G3V7P6  Nudix (Nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 114, -
16 (Predicted), isoform CRA _a 96

F1LZH9 Protein Ankrd44 95,9 -
9

D3ZV79  Uncharacterized protein (Fragment) 183, -
26

P63170 Dynein light chain 1, cytoplasmic 291, -
26

P16617 Phosphoglycerate kinase 1 179, -
27

D3ZEV5 Protein Zfp385c 958 -
8

FIMASO Protein Krt32 102, -
89

F7E3M3  Protein Ces2a 155, -
22

Q05962  ADP/ATP translocase 1 304, -
32

Q09073  ADP/ATP translocase 2 275, -

91
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Q6NYB7 Ras-related protein Rab-1A 236, -
66

G3V7K0 Ceh-10 homeo domain containing homolog (C. elegans), 823 -
isoform CRA a 6

P57760 Serine/threonine-protein kinase 16 186,

‘

G3V7J0  Aldehyde dehydrogenase family 6, subfamily Al, isoform 259,
CRA b 45

POC548  Patatin-like phospholipase domain-containing protein 2 91,9

‘

D3ZUP1  Protein LOC100365646 154, -

T

D3ZEP6  Uncharacterized protein 190, -

YOO ke g s o) 97

D4A269  Uncharacterized protein 192, -
73

Q63617 Hypoxia up-regulated protein 1 143, -

Q08290 Calponin-1 235, -

F1LPK?7  Plastin 3 (T-isoform), isoform CRA a 129, -

P01026 Complement C3 695 -

|



F1M513
Q63942
Q66HHS
Q63941
P11442
Q32KK2
P70580
Q66HG5
P05714
P20760
Q66HF1
MORCBS8
F7FLS6
F1M4M6
Q4V8H5
FIMAF7
P19234
P51156
D4ADS8
P70550
Q62812
P51146
D4A4S3
RIPXU6

P43245

Protein Rufy4

GTP-binding protein Rab-3D
Annexin

Ras-related protein Rab-3B

Clathrin heavy chain 1

Arylsulfatase A OS=Rattus norvegicus GN=Arsa PE=2

Sv=1

Membrane-associated progesterone receptor component 1

Transmembrane 9 superfamily member 2
Ras-related protein Rab-4A

Ig gamma-2A chain C region

NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit,
mitochondrial

Uncharacterized protein (Fragment)

Leucine zipper putative tumor suppressor 2

Protein Camtal (Fragment)

Aspartyl aminopeptidase

Protein Krt33b

NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 2,
mitochondrial

Ras-related protein Rab-26

Ras-related protein Rab-4A

Ras-related protein Rab-8B

Myosin-9

Ras-related protein Rab-4B

Uncharacterized protein (Fragment)

Vinculin

Multidrug resistance protein 1

70,3

236,
66
278,
08
296,
38
93,9

96,3

289,
38
102,
25
236,
66
318,
78
113,
29
533,
83
92,1

78,0
173

113,
87
161,
02
236,
66
236,
66
236,
66
85,1

286,
35
291,
97
126,
42
135,
79
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MOR9K1
P50399
P50398
P52555
P09117
F1LSG4
D4ADNG
P42123
Q68FU3
P04906
Q92012
P62959
P25235
F1LM84
Q68FR9
BOBNA5
Q68FR6
D4A1ES
Q3B7C7
F1LM69
Q5RKJ9
F7FEZ6
QB6AXVS
D3ZB81

P18757

Protein Gm7964

Rab GDP dissociation inhibitor beta

Rab GDP dissociation inhibitor alpha
Endoplasmic reticulum resident protein 29
Fructose-bisphosphate aldolase C

Protein Zfp746

Protein Fsd2

L-lactate dehydrogenase B chain

Electron transfer flavoprotein subunit beta

Glutathione S-transferase P

Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit,

mitochondrial
Histidine triad nucleotide-binding protein 1

Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
glycosyltransferase subunit 2

Nidogen-1

Elongation factor 1-delta

Coactosin-like protein

Elongation factor 1-gamma

Protein Limel

Cell division cycle associated 4
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
glycosyltransferase 48 kDa subunit

RAB10, member RAS oncogene family
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al
Protein LOC497899

Protein Slc25a31

Cystathionine gamma-lyase

74,4

149,
84
109,
47
265,
25
165,
16
87,4

155,

105,
24
123,

419,
53
102,
06
192,
73
101,
32
74,6

160,
82
643,
58
218,
61
137,
18
91,3

137,
94
236,
66
111,
19
139,
88
196,
88
107,
22
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Q8VHF5
F1LYM2
QBIFX1
Q5RKI1
P62909
QBIFW?
Q6IFW6
QBIFW?2
054858
D3ZAU6
G3V741
Q6IFV6
G3VoY1
Q6IFV5
Q6IFV4
Q6IFV3
Q6IFV1
Q06647
B61D09
Q6IFUS
QBIFU7
G3VIX2
MOR684
MOR5W

3
D3ZE95

Citrate synthase, mitochondrial
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 D2 (Fragment)
Keratin, type | cytoskeletal 24

Eukaryotic initiation factor 4A-I11

40S ribosomal protein S3

Protein Krt28

Keratin, type | cytoskeletal 10

Keratin, type | cytoskeletal 40

Carboxypeptidase Z

Protein RGD1561919

Phosphate carrier protein, mitochondrial

Protein Krt35

Myosin, heavy polypeptide 10, non-muscle, isoform CRA_b
Protein Krt36

Keratin, type | cytoskeletal 13

Keratin, type | cytoskeletal 15

Keratin, type | cytoskeletal 14

ATP synthase subunit O, mitochondrial
Faml17a protein

Keratin, type | cytoskeletal 17

Keratin, type | cytoskeletal 42

G-protein signalling modulator 1 (AGS3-like, C. elegans),
isoform CRA ¢

Protein Ces2a (Fragment)

Uncharacterized protein (Fragment)

Protein Zfp385c¢

179,
29
381,
<)
102,
89
113,
43
412,
18
117,

172,
65
102,
89
97,9

100,
67
100,
41
102,
89
79,3

102,
89
105,
98
74,4

84,9
270,

26
170,
88,4
145,
155,

74
79,4
196,

88
82,8
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G3V6P7
Q63598
P20070
Q6P3V8
Q01177
QBAY07
Q6PCU3
BOBMW
0
P15429
Q02253
Q9ERES
D3ZQN6
P04256
Q4KMA
2

P14668
D3ZH98
MORBJ7?
MORBJ6
D3ZE31
Q6MGB
i/lORGlS
MOR5P4
D3ZE29
P63012

P48679

Myosin, heavy polypeptide 9, non-muscle

Plastin-3

NADH-cytochrome b5 reductase 3

Eukaryotic translation initiation factor 4A1

Plasminogen

Fructose-bisphosphate aldolase

Aldoc protein OS=Rattus norvegicus GN=Aldoc PE=2 SV=1
RAB14, member RAS oncogene family

Beta-enolase

Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [acylating],
mitochondrial

Myosin phosphatase Rho-interacting protein

Protein Stac3

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 OS=Rattus
norvegicus GN=Hnrnpal PE=1 SV=3

UV excision repair protein RAD23 homolog B OS=Rattus
norvegicus GN=Rad23b PE=1 SV=1

Annexin A5

Uncharacterized protein

Complement C3

Protein Fgd5 (Fragment)

Protein Ces2a

Protein LOC100911800

Protein Etl4 (Fragment)

Uncharacterized protein (Fragment)

Uncharacterized protein (Fragment)

Ras-related protein Rab-3A

Prelamin-A/C

69,6

129,
54
286,
83
120,
49
92,7

116,
99
165,
16
236,
66
271,
95
259,
45
1109,
26
179,
52
111,
19
189,
44
278,
08
79,3

96,8
100,
79,4

326,
22
65,5

285,
54
212,
46
236,
66
103,
12
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MOR964  Uncharacterized protein (Fragment) 780 -

e esmanss

G3V6HO Protein LOC100363782 236, -
66

D3ZH62  Protein RGD1564730 116, -
92

QI9WVK  Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mitochondrial 104, -

7 98

Q6P9Y4  ADP/ATP translocase 1 292, -
83

F1IM779  Clathrin heavy chain

©

w

©
1

‘

Q08163  Adenylyl cyclase-associated protein 1

[(e]

©

(6]
1

‘

F1M6U3  Protein Pitpnm3 (Fragment) 167, -
69

Q9QzC5 Growth factor receptor-bound protein 7 148, -
82

P35284 Ras-related protein Rab-12 322, -
82

P35280 Ras-related protein Rab-8A 236, -
66

MOR5H1 Protein Etl4 (Fragment) 655 -

‘

F1LXX8 Uncharacterized protein (Fragment) 139, -
46
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G3V9G4
MOR5G1
P05943
P26284
G3VIF3
MORS5F7
P61107
F7FED4
Q5RJS3
D3ZZR9
F1IM9V3
Q5RJR9
Q6MG61
FILRI5
P00489
P62890
MOR8JS8

P02650

Q9EQS4
P10536

D3ZZN3
D4A0G7
Q9EQP5
F1LUK2

MORS8F9

ATP citrate lyase, isoform CRA_b

Uncharacterized protein

Protein S100-A10

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha,
somatic form, mitochondrial

Myosin phosphatase Rho-interacting protein

Protein LOC690400

Ras-related protein Rab-14

Uncharacterized protein

Family with sequence similarity 96, member A

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

Enolase (Fragment)

Serine (Or cysteine) proteinase inhibitor, clade H, member 1,

isoform CRA b
Chloride intracellular channel protein 1

Protein Genlll

Glycogen phosphorylase, muscle form
60S ribosomal protein L30

Protein LOC100910259

Apolipoprotein E

Cystathionase (Cystathionine gamma-lyase)
Ras-related protein Rab-1B
Acetyl-coenzyme A synthetase

Protein LOC100364984

Prolargin

Uncharacterized protein (Fragment)

Protein Gm17555 (Fragment)

90,4
82,1

190,
49
66,3

1109,
26
154,
43
236,
66
183,
26
2009,
21
176,
31
133,
02
105,
48
178,
83
43,8

83,4

217,
27
79,4

180,
74

107,
22
236,
66
97,0

236,
66
133,
04
141,
41
183,




MORAX9
P10868
Q641Y0
P10860
F7FKI5
P62839
Q9JLTO
Q5XIV1
MORSD4
P07150
P62824
F1M6HO
E9PU76
D32JJ9
MORAU4
Q63180
Q794E4
P00406
P24368
088767
MORAQ
K/IOR584
Q9Z2F5
G3V8V3

G3Vv8V1

Protein Npnt

Guanidinoacetate N-methyltransferase
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
glycosyltransferase 48 kDa subunit
Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 D2
Myosin-10

Phosphoglycerate kinase

Protein Npnt

Annexin Al

Ras-related protein Rab-3C

Protein Etl4 (Fragment)

Protein LOC100364078

Protein LOC100911814

Uncharacterized protein (Fragment)
Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein
7Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F
Cytochrome c oxidase subunit 2
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B
Protein DJ-1

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein (Fragment)
C-terminal-binding protein 1

Alpha-1,4 glucan phosphorylase

Granulin, isoform CRA ¢

26
99,3

135,
82
137,
94
986,

66,3

381,
<)
81,6

235,
97
99,3

116,
68
236,
66
68,7

139,
46
216,
67
367,
39
116,
19
124,

300,
66
271,
18
441,
08
121,
04
111,
19
139,
55
83,4

107,
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9

MOR4V4  Protein Slc25a23 165, -

P07448 Dentinal fluid transport-stimulating peptide 714, -

MOR4U4  Triosephosphate isomerase (Fragment) 499 -

P32551 Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial 107, -

P85972 Vinculin 136, -

E9PTMO Protein Eddm3b 85,8 -

‘

MORAJO Uncharacterized protein (Fragment) 183, -
26

MORAI9 Protein Nelfcd (Fragment) 245, -
22

Q925G0  Putative RNA-binding protein 3 118, -
49

D3zD09 Cytochrome c oxidase subunit 6B1 847, -
56

P61078 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 D3 381, -
99

D3ZVS4  Uncharacterized protein (Fragment) 173, -
84
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G3V8L3 Lamin A, isoform CRA_b 99,3 -

MORAE2 Uncharacterized protein 183, -
26
B4F7A5  Cd99 protein 147, -
42
D4A376  Ras-related protein Rab-12 322, -
82
D3ZYUO Enolase 228, -
82
P04764 Alpha-enolase 367, -
39
B5DEYOQO PIsl protein 232, -
62
D3ZIQ1  Protein Acot4 101, -
52
F1LZZ2 Uncharacterized protein 208, -
66

B5DF65  Biliverdin reductase B (Flavin reductase (NADPH)) 410,

‘

Q5U2X0 CDKN2A-interacting protein 85,7

|

A0A096  Protein Krt32 (Fragment) 102,
MJEO 89

Q5XHX8 Testicular haploid expressed gene protein 104,
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D3ZM33
D4A5Q9
F1LQC3
QB6V7V2
P16036
P17475
Q3MIE4
035264
F7FPR9
P61980
F1M5F6
D3ZBZ9
Q5U316
MOR3X6
P05197
P13084
B2RZ72
D3ZS97
G3V888
F1M5C9
P51886
Q5U300
D3Z9F8
MORD73

MORCV2

Protein LOC100362298 (Fragment)

Glycine decarboxylase (Predicted), isoform CRA_a
Collagen alpha-1(XII) chain (Fragment)

Rhotekin

Phosphate carrier protein, mitochondrial
Alpha-1-antiproteinase

Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog
Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit beta
Protein LOC100361783

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
Uncharacterized protein (Fragment)

Protein Ttc33

Ras-related protein Rab-35

Carbonyl reductase [NADPH] 1

Elongation factor 2

Nucleophosmin

Actin related protein 2/3 complex, subunit 4 (Predicted),
isoform CRA _a

CD226 antigen (Predicted), isoform CRA b

ATP citrate lyase, isoform CRA_a

Uncharacterized protein (Fragment)

Lumican

Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1
Collagen alpha-1(XII) chain

Uncharacterized protein

Protein LOC100363436

16
100,
67
326,
47
184,

87,1
94,8
92,7

136,
05
169,
23
139,
46
90,4

113,
18
143,
75
236,
66
417,
87
242,
09
350,
23
197,
23
116,

90,4

381,
99
125,
97
91,8

105,
15
183,
26
297,
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FILN61  Uncharacterized protein 318, -
78

B2RZ57  Mitochondrial ribosomal protein L18 160, -
54

P14141 Carbonic anhydrase 3 3309, -
49

088989 Malate dehydrogenase, cytoplasmic 125,

‘

P16303 Carboxylesterase 1D 79,4

‘

P07323 Gamma-enolase 251,
58

D4A5G8  Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha 66,3

‘

Q53B90  Ras-related protein Rab-43 236, -
66

MOR6Y8 Phosphoglycerate kinase 116, -
92

P81155 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 94,3

‘

F1LQ56  Protein Fgdl 79,2

|

Q6PTTO  Aminoacylase-1B

0]
a1
1

Q6TUGO DnaJ homolog subfamily B member 11 79,3
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‘

Q9JKC9  Synergin gamma

o

o

w
1

‘

B2RYJ7  ARP1 actin-related protein 1 homolog B (Yeast) 84,9

‘

AO0A096 Protein Stard8 82,7
MJ12 9

FILT71  Echinoderm microtubule associated protein like 4 73,8
(Predicted), isoform CRA _a 2

MOR6Q4 Uncharacterized protein 79,2

‘

P55213 Caspase-3 93,8

‘

Q62875  Allergin-1 100, -
46

Q711G3  Isoamyl acetate-hydrolyzing esterase 1 homolog 118, -
84

Q9Z0TO  Thiopurine S-methyltransferase 90,9

‘

MORCCO Protein Zfp106 57,3

D4AEG9  Protein Tmem51 97,4

‘

D3ZY08 Protein RGD1559578 76,3

|
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Q5FVP8  Diacylglycerol O-acyltransferase 2 850 -

|

P02767 Transthyretin 213,
14

D3ZEE8 Protein LOC691418 90,5

‘

Q68FV4  Uncharacterized protein C170rf74 homolog 99,9

G3V6Y6 Alpha-1,4 glucan phosphorylase 78,6

‘

F1LZ24  Protein argonaute (Fragment) 131,
45

G3V796  Acetyl-Coenzyme A dehydrogenase, medium chain 67,7

‘

Q68FR7  Protein LTV1 homolog 102,
33

D3ZQX2 Protein Lilrb3 75,1

‘

D4A1D8  Protein Surf4 72,0

‘

P51400 Double-stranded RNA-specific editase 1 67,8

|

F7FLF2  Protein LOC100360057 (Fragment) 132,

P09760 Tyrosine-protein kinase Fer 76,7
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G3V6S1
F1IMAS9
Q6P7A7
Q6IFVO0
MORBR?2
BOBMZ5
P30152
D4A4ET
AOADAD
MY44
BIWBY5
F1LVBO
Q4L14
Q4KMC
4
D3ZTT1
Q63560
F1LS83
F1L.S82
D3Z7Z1
P63039
MOR631
D3ZWX4
G3V9Q3
MOR972

Q99PD6

Q1KZH8

PRKC apoptosis WT1 regulator protein

Protein Ccny
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
glycosyltransferase subunit 1

Protein Kall

Protein Ago3 (Fragment)

LOC687696 protein

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin

Protein Tmco2

Butyrophilin-like protein 2

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 11
Protein LOC100912642 (Fragment)
Membrane-associated guanylate kinase, WW and PDZ
domain-containing protein 1
Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferase
[isomerizing] 2

Protein Medag

Microtubule-associated protein 6

Nuclear receptor corepressor 1

Nuclear receptor corepressor 1

Olfactory receptor

60 kDa heat shock protein, mitochondrial

Protein RGD1563334 (Fragment)

NCK interacting protein with SH3 domain (Predicted),
isoform CRA _a

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H
Uncharacterized protein

Transforming growth factor beta-1-induced transcript 1

protein
Placental lactogen | alpha

107,

76
116,

07
73,6
72,8
118,

44
76,1
109,

12
103,

38
115,

75
91,3
67,1
117,

47
80,9
79,9
93,6
68,6
79,1
72,1
93.9
82,7
89,5
87,8
113
142,

66
78,2
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[N

D3ZX77 Bat4 86,8

|

D3ZTPO Protein Aldhll2

\'

~

N
1

‘

MOR8U7  Protein Spatal?7 (Fragment) 117,

[(e]
IS

D3zZQl4  Protein Zfandl 76,0

‘

D3ZAG6 Protein Lix1 99,7

‘

F1LUV3 Protein LOC291543 (Fragment) 75,9

|

P14604 Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial 107, -

02
D3ZWQ  Glutathione peroxidase 898 -
7 1

D4AOP5  Protein Wdr4l 89,0

‘

Q32ZH2 Beta-defensin 20 91,1

‘

Q99M64  Phosphatidylinositol 4-kinase type 2-alpha 70,2

|

Q6MG97 Butyrophilin-like protein 2 115,

D3ZZT9 Protein Coll4al 79,0
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D3ZAB7
P46413
F1LUQ5
F1LV13
D3ZGL7
P21702
A0A096
MKG2
D3ZN70
Q9ER34
P53534
Q4V7B0
P97615
Q5RJINY
MORSG3
Q4KLN8
D4A9Y0
Q641Y7
F1IM3D3
Q9Z2M4
P07153
G3V678
P70712
D4A6NS
E9PTTS

G3V649

Protein LOC102554302

Glutathione synthetase

Eukaryotic translation initiation factor 2C, 4 (Predicted)

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M
Protein Col10al

Prolactin-3D1

Protein Nol6

Nuclear receptor corepressor 1

Aconitate hydratase, mitochondrial

Glycogen phosphorylase, brain form (Fragment)

Uncharacterized protein C9orf117 homolog
Thioredoxin, mitochondrial
Uncharacterized protein C14o0rf79 homolog
Uncharacterized protein

E3 ubiquitin-protein ligase RNF8

Protein Sdf2l1

8-0x0-dGDP phosphatase NUDT18
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M
Peroxisomal 2,4-dienoyl-CoA reductase
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
glycosyltransferase subunit 1

Protein LOC100912534

Kynureninase

Protein Tbrl

Cysteine-rich secretory protein 1

Double-stranded RNA-specific editase 1

105,

16
90,1
76,3
64,2
73,3
78,2
72,4
68,6
79,5
78,6
84,0
217,

14
75,9
84,5
68,8
85,2
74,5
64,2
73,7
73,6
84,2
70,4
80,4
118,

58
67,8




)]
w

P01830 Thy-1 membrane glycoprotein 81,1

|

D3ZA50  Protein Klhl15 167,

‘
[op}

Q4V797  Interferon-gamma-inducible GTPase Ifggal protein 105, -
74

D4A6J0  1Q calmodulin-binding motif containing 1 (Predicted), 797 -
isoform CRA _a 9

D3ZSV9  Pleckstrin homology domain containing, family A member5, 72,2

isoform CRA ¢ 2
A4AKWA  C-type lectin domain family 2 member D6 858 -
8 2

D3ZD56  Ferritin 69,9

‘

AOAQ096  Protein Smek3 70,9
MJIW7 3

MORAF1 Protein Aldh1I2 (Fragment) 77,2

‘

D4A9F7  Protein Serpine3 96,0

‘

AOA096  Uncharacterized protein 60,5
MKO7 6

D3ZCK4 Protein Def6 69,9

‘

Q02765 Cathepsin S 94,3
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‘

D4A007 Protein Smek3 83,9

‘

A0A096  Phosphoglycerate kinase 1 (Fragment) 97,6
MJL6

D3ZLY5 Protein RGD1564171 138,

D3ZM91 Protein Sync 73,2

‘

Q6XFR6  Glycophorin-C 148,

Q5U2X8  Acyl-CoA thioesterase 9 87,5

‘

D3ZYM3 Protein Enox1 93,9

MORAS88 Protein Aldhl1I2 (Fragment) 77,2

‘

F1LQB3 Protein LOC100912634 78,2

‘

FIM5H1 Uncharacterized protein (Fragment) 944

+

‘

MOR7B3  Protein Morn3 123,
07

+

F1M8H2  Protein Wars2 84,4

+



6]
3]

MORAO8  Perilipin 55,6

+

|

F1LN41  Mitogen-activated protein kinase 4 92,0

+

‘

Q91Z79  Liprin-alpha-3

w
:h
IS
+

‘

Q7TP79  Aa2-245

\'
=
[EEN
+

‘

D3Z8R4  Protein Rom25I1 229,

[{e]
~
+

D3ZKR3  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 52,0

+

|

070351  3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 153,
05

+

G3V6S7 Interleukin 5 receptor, alpha 44,8

+

‘

P52164 Protein max 129, +
28

G3Vv9D8 Protein Ces2c 485, +
67

D4ACN4  Protein Zfp609 47,4

+

|

F1LUI2  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Fragment) 52,0

+

‘

FILTU2 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Fragment) 50,4

+
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D32J56  Protein LOC685116 88,6

+

‘

+

Q6QI43  LRRGTO00165 69,2

‘

+

D3ZPRO Chromosome segregation 1-like (S. cerevisiae) (Predicted) 471

‘

+

054767  Zona pellucida sperm-binding protein 2 88,5

‘

MORB30 Olfactory receptor 121,
89

+

MOR9Z3 Uncharacterized protein (Fragment) 58,9

+

‘

D4A7R5  Protein Ovch2 77,8

+

‘

FIMATO Protein Vom2r52 63,1

+

‘

MOR742  Uncharacterized protein (Fragment)

3]
o
©

+

‘

+

Q78P75  Dynein light chain 2, cytoplasmic 291,

N
»

Q9Z1T4  Connector enhancer of kinase suppressor of ras 2

o
N
H
+

‘

+

E9PU28  Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2 52,8

|



(]
~

G3V771  Endothelin 2

o
o
()]

+

‘

MOR9U7  Uncharacterized protein (Fragment)

Ul
o
©

+

‘

D4A7Z0  Protein Wdtcl

D
_:h
~
+

‘

D3ZYM6 Protein Calr4 56,8

+

D3zZB58  Protein Ifnirl

)]
©
©

+

‘

D4A224  Protein RGD1310016

»
Ak
o

+

‘

+

D3ZHK5 Ras-specific guanine nucleotide-releasing factor 1 42,8

‘

D4A3W6 Dual specificity phosphatase 16 (Predicted)

(6)]
o
o

+

‘

G3Vv6D0  Alpha-fetoprotein

w
o
IS
+

‘

D3ZE91  Potassium channel tetramerisation domain containing 9 629 +
Predicted), isoform CRA b 9
P02773 Alpha-fetoprotein 364 +

‘

D4A1I10 Protein RGD1307100

o
L
~
+

‘

D4A1D9  Protein Six6osl

w
o
=
+




Q9QZH4 5'-AMP-activated protein kinase subunit beta-2 35,4

Q63515 C4b-binding protein beta chain 1078,
MORBG5 Uncharacterized protein 698,;
D3ZNB8 Protein RGD1310016 70,‘21r
MORBG4 Protein Ppm1m 47,3
MORC63 Leucine-rich repeat transmembrane neuronal protein 2 34,5

(Fragment) 5
P28818 Ras-specific guanine nucleotide-releasing factor 1 42,8
MORDS2 Uncharacterized protein (Fragment) 58,3
Q5XIL4  Protein Sorbs3 64,2
Q66H94  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP9 57,?
F1LM43 Ras-specific guanine nucleotide-releasing factor 1 42,33
F1LM43 Ras-specific guanine nucleotide-releasing factor 1 42,2
D4A6Y6  Protein Slc25a26 OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a26 PE=3 119?:
Q6AXTO gS\J/S_rlibosomal protein L37, mitochondrial 95,2
Q91Y78  Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L3 1272,
P63083 Protein S100-A5 617,g
P23943 Endothelin-2 40,2
P70483 Striatin 50,3
Q4KM47 Cyclin-dependent kinase 10 88;
P68182 CAMP-dependent protein kinase catalytic subunit beta 40,6
P26255 Beta-3 adrenergic receptor 82,8
Q4V7C0 DSN1, MIND kinetochore complex component, homolog (S. 1052,

cerevisiae) 17
Q6MG49 Large proline-rich protein BAG6 61,0
Q4FzVv3  Axonemal dynein light intermediate polypeptide 1 90,2
E9PTT9  Uncharacterized protein (Fragment) 58,9
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P84551 SKI family transcriptional corepressor 1 76,8 +

‘

Q6IRKY9  Carboxypeptidase Q 62,1

+

‘

MORDQ  Uncharacterized protein 60,1

+

o
©

D3ZSMO0 Uncharacterized protein 33,7

+

‘

MOR7R6 Uncharacterized protein (Fragment) 58,9

+

‘

+

D3ZVP6  Peptidylprolyl isomerase domain and WD repeat containing 38,8
1 (Predicted

I

+

POCAX5  Oligophrenin-1 54,9

‘

Q5U2X2  Sperm-associated antigen 1 71,8

+

|
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60

Tabela 6: Proteinas identificadas com alteracdo de expressdo significativa no epididimo na
comparacdo entre os grupos controle e meHg(0,5 mg/Kg/dia) + Aroclor (1 mg/Kg/dia).

ID Nome da proteina Score P MeHg+Aroclor
Q6AZ25 Tropomyosinl, alpha 3978 0,97 ™
MOR757 Elongationfactor 1-alpha 1763,21 0,98 ™
F1ILML2 Polyubiquitin-B 191,24 0,99 T

P04692 Tropomyosin alpha-1 661,81 0,99 T
chain
Q63610 Tropomyosin alpha-3 185,7 0,99 T
chain
D3ZXS6 Elongationfactor 1-alpha 1761,16 0,97 ™
P62982 Ubiquitin-40S 191,24 0,96 T
ribosomalprotein S27a
F1LM19 Alpha-2-HS- 212,56 0,97 ™
glycoprotein
BOBMS8 Myl9 protein 1079,22 0,96 ™
Q91XN6 Tropomyosinl, alpha, 661,81 0,98 ™
isoformCRA_h
F1M786 Carboxylesterase 5A 615,36 0,98 T
V9GZ85 Actin, cytoplasmic2 17495,84 0,99 ™
(Fragment)
P24090 Alpha-2-HS- 212,56 0,97 T
glycoprotein
MORASS8 Elongationfactor 1-alpha 1761,16 0,99 ™
(Fragment)
Q63429 Polyubiquitin-C 191,24 0,98 T
P63259 Actin, cytoplasmic 2 17495,84 0,95 ™
Q5XIF6 Tubulin alpha-4A chain 194,14 0,97 ™
F1LUG9 Protein Rps2713 191,24 0,99 ™
F7FK40 Tropomyosinl, alpha, 397,8 0,99 T
isoformCRA _c
Q5GRG2 Carboxylesterase 5A 615,36 0,98 ™
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D3zVB7 Osteoglycin (Predicted) 189,79 0,9

D4AECO Histone H2A 5157,85
MORCL5 Histone H2A 5157,85
D3ZXQ0 Protein Ces2g 8889 0,0

P13601 Aldehydedehydrogenase, 1694,46

cytosolicl

G3V7C6 RCG45400 4365,52 0,01 N
POC169 Histone H2A type 1-C 5157,85 0 N
D3ZNZz9 Histone H2B 4497,38 0,01 N
Q00729 Histone H2B type 1-A 128,27 0,01 N2
Q00715 Histone H2B typel 449738 0,01 N2

P85108 Tubulin beta-2A chain 5165,25 0,02 N2
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D4A817 Histone H2B 449738 0,02 N
P00502 Glutathione S- 968,08 0,05 N

transferase alpha-1

MOR684 Protein Ces2a 7942 0,04 N
(Fragment)
D3ZE63 Protein LOC679748 287524 0 N
D3ZGY4 Glyceraldehyde-3- 1426,89 0,04 N2
phosphate
dehydrogenase
P06761 78 kDa glucose- 3328,92 0 N2
regulatedprotein
B1WBQ8 Glyceraldehyde-3- 755,99 0 N2
phosphate
dehydrogenase
D4ACV3 Histone H2A 5157,85 0 N2
D3ZWM5 Histone H2B 4497,38 0 N

MOR8J8 Protein LOC100910259 79,42 0,04 N
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G3V9C0 Histone H2A 5157,85 0,01 N

POCCO09 Histone H2A type 2-A 5157,85 0 N

MOR8B6 Protein Tubbl 645,08 0 N

P69897 Tubulin beta-5 chain 5319,02 0,01 J

P51647 Retinaldehydrogenasel 331197 0,01 N2

Q64598 Histone H2A type 1-F 5157,85 0,01 N
D3ZCV5 Aldehydedehydrogenase, 1659,74 0 N2
cytosolicl
F1M9FO0 Discoidin, CUB and 241,88 0,05 N
LCCL domain-
containing protein 2
(Fragment)
B4F7C2 Protein Tubb4a 2973,83 0 N2

Q62669 Protein Hbb-b1 101,05 0,05 N
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P04797 Glyceraldehyde-3- 1426,89 0,05 N2
phosphate
dehydrogenase
070177 Carboxylesterase 132,28 0 N2
G3Vv8B3 Histone H2B 4497,38 0,01 N
QI9ESV6 Glyceraldehyde-3- 755,99 0,02 N2
phosphate
dehydrogenase, testis-
specific
Q63081 Proteindisulfide- 1267,1 0,03 N
isomerase A6
D3Z9F8 Collagen alpha-1(XII) 105,15 0 N2
chain
D3ZP14 Protein Ces2j 192,39 0 N2
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Tabela 7: Proteinas exclusivas no epididimo na comparagdo entre os grupos controle e

meHg(0,5 mg/Kg/dia) + Aroclor (1,0 mg/Kg/dia).

ID Nome da Proteina Score Grupo
MeHg +
Aroclor
F1LN18 Hypoxia up-regulated protein 1 143,56 -
D4A5D3 Budding uninhibited by benzimidazoles 1 91,59 -
homolog (S. cerevisiae) (Predicted)
F1LMP7 Granulins 107,9 -
MOR788 Uncharacterized protein 167,21 -
Q9R080 G-protein-signaling modulator 1 156,82 -
P16638 ATP-citrate synthase 90,41 -
Q6AZ26 C-terminal binding protein 1 139,55 -
Q64428 Trifunctional enzyme subunit alpha, 95,3 -
mitochondrial
G3V7P6 Nudix (Nucleoside diphosphate linked moiety 114,96 -
X)-type motif 16 (Predicted), isoform CRA_a
F1LZH9 Protein Ankrd44 95,99 -
D32V79 Uncharacterized protein (Fragment) 183,26 -
D3ZRP2 Olfactory receptor 65,43 -
F1LQ56 Protein Fgd1 79,21 -
pP23785 Granulins 107,9 -
MOR6U4 Uncharacterized protein (Fragment) 88,12 -
D3ZEV5 Protein Zfp385c OS=Rattus norvegicus 95,88 -
GN=Zfp385c PE=4 SVV=1
F1IMASO Protein Krt32 102,89 -
Q6PTTO Aminoacylase-1B 85 -
B2RYL1 Chromosome transmission fidelity protein 8 68,41 -
homolog isoform 2
Q05962 ADP/ATP translocase 1 304,32 -
Q09073 ADP/ATP translocase 2 275,91 -
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A0A096MJ24  Carbonyl reductase [NADPH] 1 182,62 -

P63142 Potassium voltage-gated channel subfamily A 78,91 -
member 2

D4ABY% Uncharacterized protein 48,31 -

F1IMAPO Uncharacterized protein 94,34 -

AO0A096MJ12  Protein Stard8 82,79 -

P81155 Voltage-dependent anion-selective channel 94,35 -
protein 2

G3V7KO0 Ceh-10 homeo domain containing homolog 82,36 -
(C. elegans), isoform CRA _a

F1LZC5 Protein Ndufal3 (Fragment) 12291 -

MOR6Q4 Uncharacterized protein 79,21 -

P57760 Serine/threonine-protein kinase 16 186,1 -

G3V7J0 Aldehyde dehydrogenase family 6, subfamily 259,45 -
Al, isoform CRA Db

D3ZUP1 Protein LOC100365646 154,43 -
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P55213 Caspase-3 93,85

G3V7H6 Arginase 93,41

F1IM7Y3 Protein Raplgdsl 104,23

D3ZXT8 Protein Tgfbrapl 73,94

Q62875 Allergin-1 100,46 -

MORCF2 Uncharacterized protein OS=Rattus 163,34 -
norvegicus PE=3 SV=1

F1LPK7 Plastin 3 (T-isoform), isoform CRA _a 129,54 -

D3ZHS6 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase BAP1 77,13 -

P01026 Complement C3 69,56 -

F1M513 Protein Rufy4 70,34 -

Q66HHS Annexin 278,08 -

Q32KK2 Arylsulfatase A 96,32 -
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P70580
Q66HG5
P05714
MORCCO
P18163
D3ZY17
D4AE69
FILVT1
P20760
Q66HF1
MORCBS8
F6TOE7
F7FLS6
D3ZY08
F1IM4M6
Q4V8H5
Q5FVR5
FIMAF7
P19234
P70550
Q62812
D4ADS8
P38983
Q5FVPS

P51146

Membrane-associated progesterone receptor
component 1

Transmembrane 9 superfamily member 2
Ras-related protein Rab-4A

Protein Zfp106
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1
Protein Rps6ka5

Protein Tmem51

Protein Zfp827

Ig gamma-2A chain C region
NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa
subunit, mitochondrial

Uncharacterized protein (Fragment)
Protein Selplg

Leucine zipper putative tumor suppressor 2
Protein RGD1559578

Protein Camtal (Fragment)

Aspartyl aminopeptidase

Acyl-coenzyme A amino acid N-
acyltransferase 2

Protein Krt33b

NADH dehydrogenase [ubiquinone]
flavoprotein 2, mitochondrial

Ras-related protein Rab-8B

Myosin-9

Ras-related protein Rab-4A

40S ribosomal protein SA

Diacylglycerol O-acyltransferase 2

Ras-related protein Rab-4B

289,38
102,25
236,66
57,3
119,9
101,42
97,45
114,08
318,78
113,29
533,83
95,46
92,16
76,39
78,05
173
76,32
113,87
161,02
236,66
85,13
236,66
437,73
85,02

286,35
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D4A4R7 Protein Serpinalf 81,85 -

P50399 Rab GDP dissociation inhibitor beta 149,84 -

P35704 Peroxiredoxin-2 202,57 -

Q53B90 Ras-related protein Rab-43 236,66 -

Q6AYS7 Aminoacylase-1A 85 -

MOR9K1 Protein Gm7964 74,49 -

Q68FV4 Uncharacterized protein C170rf74 homolog 99,9 -

P09117 Fructose-bisphosphate aldolase C 165,16 -

D4ADNG6 Protein Fsd2 155,4 -

D3ZEES Protein LOC691418 90,57 -

P02767 Transthyretin 213,14 -

Q6AYT7 Monoacylglycerol lipase ABHD12 105,87 -
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Q92012
F1LZ24
P62959
G3V6Y6
D4ADLS5

P25235

MORC91
AOAOAOMXZ5
QB6URK4
G3V796
F1LM84
QB6AXVS
D3ZB81
P18757
F7FEZ6
P51400
Q8VHF5
F1LSAO
F1LYM2
Q6IFX1

Q5RJR9

F8BWFHS8
D3ZGL7
Q6MG61

P21702

Succinate dehydrogenase [ubiquinone]
flavoprotein subunit, mitochondrial

Protein argonaute (Fragment)

Histidine triad nucleotide-binding protein 1
Alpha-1,4 glucan phosphorylase

Protein Adatl

Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
glycosyltransferase subunit 2

Protein LOC100909726

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase BAP1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3
Acetyl-Coenzyme A dehydrogenase, medium
chain

Nidogen-1

Protein LOC497899

Protein Slc25a31

Cystathionine gamma-lyase

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al
Double-stranded RNA-specific editase 1
Citrate synthase, mitochondrial

Nuclear receptor corepressor 1
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 D2
(Fragment)

Keratin, type | cytoskeletal 24

Serine (Or cysteine) proteinase inhibitor,
clade H, member 1, isoform CRA b

Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic
Protein Col10al
Chloride intracellular channel protein 1

Prolactin-3D1

102,06
131,45
192,73
78,64
69,85

101,32

634,17
77,13
60,22
67,75
74,69

139,88

196,88

107,22

111,19
67,83

179,29
79,12

381,99

102,89

105,48

72,67
73,34
178,83

78,28
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Q68FR9 Elongation factor 1-delta 160,82 -

Q68FR6 Elongation factor 1-gamma 218,61 -

P52873 Pyruvate carboxylase, mitochondrial 87,68 -

F1M4C6 Protein LOC690568 (Fragment)

F1LM69 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 137,94 -
glycosyltransferase 48 kDa subunit

F1LVH3 Protein Lrit3 73,45 -

P14141 Carbonic anhydrase 3 339,49 -

D4A5H3 Uncharacterized protein 645,86 -

088989 Malate dehydrogenase, cytoplasmic 125,1 -

Q5RKI1 Eukaryotic initiation factor 4A-I11 113,43 -

P62909 40S ribosomal protein S3 412,18 -

Q6IFW7 Protein Krt28 117,6 -
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Q6IFW6 Keratin, type | cytoskeletal 10 172,65 -

054858 Carboxypeptidase Z 97,97

Q6P7B0 Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic 72,67 -

F1MAS89 Protein Ccny 116,07 -

Q6P7A7 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 73,68 -
glycosyltransferase subunit 1

Q6IFV4 Keratin, type | cytoskeletal 13 105,98 -

Q6IFV1 Keratin, type | cytoskeletal 14 84,99 -

Q64119 Myosin light polypeptide 6 969,56 -

P05197 Elongation factor 2 242,09 -

Q6AY X5 Outer dense fiber protein 2 160,57 -

QB6AY X2 L-lactate dehydrogenase 163,34 -
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G3V888
F1M5C9
P51886
Q5U300
MORCV2
MORD73
G3V741
G3V6S1
Q6IFV6
QBIFU7

G3V9X2

Q06647
MORBR?2
Q6IFUS
B61D09
BOBMZ6
BOBMZ5
P30152
Q6AXR4
MOR5W3
D3ZE95

BIWBY5

G3V6P7
F1LMO5
Q63598

P20070

ATP citrate lyase, isoform CRA_a
Uncharacterized protein (Fragment)
Lumican

Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1
Protein LOC100363436

Uncharacterized protein

Phosphate carrier protein, mitochondrial
PRKC apoptosis WT1 regulator protein
Protein Krt35

Keratin, type | cytoskeletal 42

G-protein signalling modulator 1 (AGS3-like,
C. elegans), isoform CRA _c
ATP synthase subunit O, mitochondrial

Protein Ago3 (Fragment)

Keratin, type | cytoskeletal 17

Faml17a protein

LOC691909 protein

LOC687696 protein

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin
Beta-hexosaminidase subunit beta
Uncharacterized protein (Fragment)
Protein Zfp385c¢

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member
11
Myosin, heavy polypeptide 9, non-muscle

Protein LOC299282
Plastin-3

NADH-cytochrome b5 reductase 3

90,41
381,99
125,97

91,85
297,11
183,26
100,41
107,76
102,89

145,4

155,74

270,26
118,44
88,45
170,1
168,57
76,11
109,12
187,2
196,88
82,83

91,38

69,6
78,9
129,54

286,83
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D4ADC3
F1LVBO

Q4L1J4

P67779
Q01177
Q6PCU3
BOBMWO
P15429

G3V7X0

Q5U316
MOR3X6
AOAOAOMY44
D4AAETY
F7FPR9
P61980

Q4KMC4
Q02253

Q9ERE6
Q63560
D3ZANS3

P04256

Q4KMA2

F1LS83

F1LS82

Protein Mgst2

Protein LOC100912642 (Fragment)

Membrane-associated guanylate kinase, WW

and PDZ domain-containing protein 1
Prohibitin

Plasminogen

Aldoc protein

RAB14, member RAS oncogene family
Beta-enolase

Outer dense fiber of sperm tails 2, isoform
CRA e
Ras-related protein Rab-35

Carbonyl reductase [NADPH] 1
Butyrophilin-like protein 2
Protein Tmco2

Protein LOC100361783

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K

Glutamine--fructose-6-phosphate
aminotransferase [isomerizing] 2

Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase

[acylating], mitochondrial

Myosin phosphatase Rho-interacting protein

Microtubule-associated protein 6

Alpha glucosidase 2 alpha neutral subunit
(Predicted)

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al

UV excision repair protein RAD23 homolog

B
Nuclear receptor corepressor 1

Nuclear receptor corepressor 1

100,93
67,1

117,47

296,27
92,75
165,16
236,66
271,95

160,57

236,66
417,87
115,75
103,38
139,46
90,42

80,97

259,45

119,26
93,68

78,56

111,19

189,44

68,61

79,12
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D3ZQN6 Protein Stac3 179,52 -

D3z7z1 Olfactory receptor 72,12 -

MOR631 Protein RGD1563334 (Fragment) 82,78 -

G3VIQ3 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H 87,89 -

D3ZH98 Uncharacterized protein 79,3 -

MORBJ6 Protein Fgd5 (Fragment) 100,7 -

Q5J3L0 Protein Vom1r107 66,03 +

Q6MGBL1 Protein LOC100911800 326,22 -

D3ZE15 Protein LOC100911483 122,91 -

P62271 40S ribosomal protein S18 100,67 -

Q6P762 Alpha-mannosidase 103,29 -

D3ZE29 Uncharacterized protein (Fragment) 212,46 -

Q99PD6 Transforming growth factor beta-1-induced 142,66 -
transcript 1 protein
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Q1KZH8 Placental lactogen I alpha 78,28 -

P48679 Prelamin-A/C 103,12 -

D3ZTPO Protein AldhlI2 77,25 -

MOR8U7 Protein Spatal?7 (Fragment) 117,94 -

D3ZH62 Protein RGD1564730 116,92 -

MORBF1 Complement C3 96,82 -

F1ILUW3 Uncharacterized protein (Fragment) 182,53 -

Q6P9Y4 ADP/ATP translocase 1 292,83 -

F1M6U3 Protein Pitpnm3 (Fragment) 167,69 -

D3ZAB7 Protein LOC102554302 105,16 -

D4A0PS Protein Wdr41l 89,01 -

F1M5F6 Uncharacterized protein (Fragment) 113,18 -

POC548 Patatin-like phospholipase domain-containing 91,99 -
protein 2
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P35281 Ras-related protein Rab-10 241,93 -

D4A463 Protein Tpgsl 122,48 -

G3VIG4 ATP citrate lyase, isoform CRA_b 90,41 -

F1M779 Clathrin heavy chain 93,98 -

F1LUV3 Protein LOC291543 (Fragment) 75,98 -

P14604 Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial 107,02 -

D4AA20 Protein Zfp697 105,14 -

Q08163 Adenylyl cyclase-associated protein 1

P46101 Dipeptidyl aminopeptidase-like protein 6 78,63 -

Q3T1LO Aldehyde dehydrogenase family 16 member 82,59 -
Al

D3Z2ZT9 Protein Col14al 79,06 -

Q99M64 Phosphatidylinositol 4-kinase type 2-alpha 70,27 -

Q6MG97 Butyrophilin-like protein 2 115,75 -
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F7FKR3
BOK035
P30713
P02693
MOR5G1
D3ZN70
P05943
P46413
P10536
P26284
AOA096MKG2

F1LUQ5

G3VIF3
MORS5F7
P61107
F7FED4
P00489
P62890
P02650
D4A3P7
Q9EQS4
D3ZZN3
Q5RJINO
MOR8G3
Q4KLNS

D4A0G7

Protein Zfp385a

Mitochondrial fission regulator 2
Glutathione S-transferase theta-2

Fatty acid-binding protein, intestinal
Uncharacterized protein

Nuclear receptor corepressor 1

Protein S100-A10

Glutathione synthetase

Ras-related protein Rab-1B

Pyruvate dehydrogenase E1 component

subunit alpha, somatic form, mitochondrial
Protein Nol6

Eukaryotic translation initiation factor 2C, 4
(Predicted)
Myosin phosphatase Rho-interacting protein

Protein LOC690400

Ras-related protein Rab-14
Uncharacterized protein OS=Rattus
norvegicus PE=4 SV=1

Glycogen phosphorylase, muscle form

60S ribosomal protein L30

Apolipoprotein E

Protein RGD1560513

Cystathionase (Cystathionine gamma-lyase)
Acetyl-coenzyme A synthetase
Uncharacterized protein C140rf79 homolog
Uncharacterized protein

E3 ubiquitin-protein ligase RNF8

Protein LOC100364984

76,66
54,18
132,61
97,02
82,19
68,61
190,49
90,14
236,66
66,36
72,48

76,37

119,26
154,43
236,66
183,26
83,46
217,27
180,74
619,66
107,22
97,03
75,99
84,58
68,86

236,66

+
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FIM9V3
Q9EQP5
D4A9Y0
F1LUK?2
MORSF9
MORAX9
Q641Y7
D3ZTB7
Q4V7B0
P10868

Q641Y0

F1IM3D3
P53534
F7FKI5
Q9Z2M4
P62839

Q9JLTO

MORSD4
P07153
P07150
G3V678
F1LV13
F1LUM5
Q9ER34

P62824

Enolase (Fragment) 133,02
Prolargin 133,04
Protein Sdf211 85,25
Uncharacterized protein (Fragment) 141,41
Protein Gm17555 (Fragment) 183,26
Protein Npnt 99,32
8-0x0-dGDP phosphatase NUDT18 74,52
Protein Gm17190 84,1

Uncharacterized protein C9orf117 homolog 84,03
Guanidinoacetate N-methyltransferase 135,82

Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 137,94
glycosyltransferase 48 kDa subunit

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M 64,29
Glycogen phosphorylase, brain form 78,64
(Fragment)

Pyruvate dehydrogenase E1 component 66,36
subunit alpha

Peroxisomal 2,4-dienoyl-CoA reductase 73,76
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 D2 381,99
Myosin-10 81,66

Protein Npnt OS=Rattus norvegicus GN=Npnt 99,32
PE=4 SV=1
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 73,68
glycosyltransferase subunit 1

Annexin Al 116,68
Protein LOC100912534 84,26
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M 64,29
Protein Tubal3 119,43
Aconitate hydratase, mitochondrial 79,58

Ras-related protein Rab-3C 236,66
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F1M6HO0 Protein Etl4 (Fragment)

Q9Z2F5 C-terminal-binding protein 1

D4A6J0 IQ calmodulin-binding motif containing 1
(Predicted), isoform CRA _a

G3Vv8Vv3 Alpha-1,4 glucan phosphorylase

P47198 60S ribosomal protein L22

G3vavl Granulin, isoform CRA_c OS=Rattus
norvegicus GN=Grn PE=4 SV=1

MOR4V7 Protein Npnt OS=Rattus norvegicus GN=Npnt
PE=4 SV=1

MOR4V4 Protein Slc25a23

E9PU16 Ras-related protein Rab-1A

MORA31 Protein Enox1

D3ZBZ9 Protein Ttc33

Q3MIE4 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1
homolog

Q6V7V2 Rhotekin

Q5XI173 Rho GDP-dissociation inhibitor 1

P16036 Phosphate carrier protein, mitochondrial

B2GV82 Nlel protein

MORAS88 Protein Aldh1I2 (Fragment)

D3ZM33 Protein LOC100362298 (Fragment)

F1LOB3 Protein LOC100912634

035264 Platelet-activating factor acetylhydrolase IB
subunit beta

E9PSU5 Uncharacterized protein

D3ZYM3 Protein Enox1

D4A641 Protein LOC690386

Q5XHX8 Testicular haploid expressed gene protein

Q71UES NEDDS8

68,7
139,55

79,79

83,46
169,75
107,9
99,55
165,22
236,66
84,58
143,75

136,05

87,12
128,86
94,81
65,53
77,25
100,67
78,28

169,23

208,66
93.9
154,43
104,16

97,74
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E9PU76 Protein LOC100364078 139,46 -

Q63180 Disintegrin and metalloproteinase domain- 116,19 -
containing protein 7

P01830 Thy-1 membrane glycoprotein 81,19

D3ZA50 Protein Kl1hl15 167,36 -

F7F1Q9 Protein Vom1r65 102,61 -

MORAQ7 Uncharacterized protein 121,04 -

Q5U2X0 CDKNZ2A-interacting protein 85,77 -

Q497B0 Omega-amidase NIT2 99,7 -

D3zIQ1 Protein Acot4 101,52 -

AOA096MJIEO  Protein Krt32 (Fragment) 102,89 -

FlLzZz2 Uncharacterized protein 208,66 -

D4AGNS8 Protein Thrl 80,45 -

G3V960 Guanidinoacetate N-methyltransferase 135,82 -
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E9PTTS
D3ZLY5
B5DEY0
D4AC20
D4ABQO
B5DF65
D3ZM91
D4AC15
Q5U2X8
D3ZVH2
MOR584
Q5HZES
P07448
D3ZSV9
F1LQZ9
MOR4U4
A4KWAS
B5SDFI17
D3ZCV0
P32551
F1IM2Y8
P16409
Q4QR72
P04166
F1IM9B1

Q07936

Cysteine-rich secretory protein 1
Protein RGD1564171

PIs1 protein

Cytidine deaminase (Predicted)

Protein LOC100362916

Biliverdin reductase B (Flavin reductase
(NADPH))

Protein Sync

Protein Tectb

Acyl-CoA thioesterase 9

Protein RGD1560831

Uncharacterized protein (Fragment)
Transmembrane protein 59-like

Dentinal fluid transport-stimulating peptide
Pleckstrin homology domain containing,
family A member 5, isoform CRA ¢
Microtubule-associated protein 6
Triosephosphate isomerase (Fragment)
C-type lectin domain family 2 member D6
Glutaminyl-peptide cyclotransferase-like

Protein Actn2

Cytochrome b-c1 complex subunit 2,
mitochondrial

Protein Zfp827

Myosin light chain 3

Protein MGC114529

Cytochrome b5 type B

Protein LOC100912008 (Fragment)

Annexin A2

118,58
138,72
232,62
104,59
85,86
410,4
73,23
84,5
87,58
106,33
111,19
66,97
714,74
72,22
72,72
499
85,82
90,57
125,07
107,14
106,14
634,17
90,37
435,93
100,65

183,49
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P08503 Medium-chain specific acyl-CoA 67,75 -
dehydrogenase, mitochondrial

E9PTMO Protein Eddm3b 85,86 -

MORAF1 Protein Aldh112 (Fragment) 77,25 -

F1LR87 Beta-hexosaminidase 168,96 -

P05544 Serine protease inhibitor A3L 78,9 -

MORAI9 Protein Nelfcd (Fragment) 245,22 -

MORAE7 Uncharacterized protein 83,46 -

MORDK4 Protein Pitpnm3 (Fragment) 167,69 -

Q5D059 Hnrpk protein 90,42 -

D3zD09 Cytochrome c oxidase subunit 6B1 847,56 -

B4F7A5 Cd99 protein 147,42 -

D4A9F7 Protein Serpine3 96,08 -

AO0A096MKO07  Uncharacterized protein 60,56 -




84

E9PTD9 Toll-like receptor 66,59 -

MOR7L5 Protein LOC100912008 (Fragment) 72,02 -

P04785 Protein disulfide-isomerase 129,54 -

P29457 Serpin H1 82 -

D3ZYUO0 Enolase 228,82 -

Q9JHY1 Junctional adhesion molecule A 88,83 -

D3Z2CJ0 Protein Pitpnm3 167,69 -

G3V8H3 Glutathione S-transferase Yb-3 236,2 -

Q63716 Peroxiredoxin-1 601,22 -

F1M648 Uncharacterized protein (Fragment) 46,36 +

F1IM2F7 Uncharacterized protein 51,34 +

D3zQ18 Protein Nccrpl 74,49 +

D3ZGC8 Uncharacterized protein 56,54 +
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088751 Calcium-binding protein 1 106,11 +

MORB33 Uncharacterized protein (Fragment) 80,27 +

D3ZFH4 Hypothetical LOC314467 (Predicted) 54,09 +

D3ZYM6 Protein Calr4 65,74 +

Q4KLI9 F-box/WD repeat-containing protein 5 74,73 +

E9PSY?2 Protein Mageb4 56,88 +

Q6MG75 Protein Nelfe 80,84 +

D4A2K1 Protein Hogal 128,47 +

D32J76 Protein C1qtnf9 54,95

D4ABI6 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase

D3ZMO01 Protein RGD1562381 188,42 +

A1L1L38 EH domain binding protein 1-like 1 64,55 +

POCOA9 Small VCP/p97-interacting protein 70,97 +
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MORSZ0
MORG647
Q5X128

Qo1Y78

FIMOV9
F1LVD9

B2RYUO

P04094
G3V7V3
F1IM5A1
MORC75
D3ZHE1
E9PSN4
D3ZKR3

Q68FX6

QB6HAT

B5SDEH2

D3ZIAT7

D3ZV85
F1M286
MORCJ8
Q6T5ES
Q6AYLL
MOR798

AOAQ96MIU4

Protein Astn2 (Fragment)
Protein LOC100911144
Ribonucleoprotein PTB-binding 1

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
isozyme L3

Protein LOC100362774
Uncharacterized protein (Fragment)

NADH dehydrogenase (Ubiquinone) 1 beta
subcomplex, 2 (Predicted), isoform CRA_b
Proenkephalin-A

Protein Slc27a4

Protein Calr4 (Fragment)

Uncharacterized protein (Fragment)

Protein K1hl8

Protein Zc3h13
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Calcium-binding and spermatid-specific
protein 1
Core-binding factor, beta subunit

Erlin-2

Anterior gradient 2 (Xenopus laevis)
(Predicted), isoform CRA _a
Uncharacterized protein (Fragment)

Protein Fance (Fragment)

Protein Krt78

Protein LOC100912040

Npap60 protein

Uncharacterized protein (Fragment)

Centrosomal protein of 63 kDa

38,89
60,85
39,36

91,87

50,8
345,47

68,18

89,43
40,25
65,74
195,52
43,54
72,51
90,7

91,27
78,91

90,79

46,06

60,85
45,25
65,84
67,05
98,74
119,1

50,73
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P38062
D3ZV85
MOR9Z5
Q6PDU1
D3ZKY4
F1M4S6
Q62888
G3V7G6
QB6TXG4
D4A224
089035
Q4V8I7
D3Z8R4
RIPXZ8
D4A539
088275
F1LSJ2
Q4V8E4
FILYK6
D3ZNB8

QIWVK3

MORG615

Q4VTES

QOD2L4

MOR5B9

Methionine aminopeptidase 2
Uncharacterized protein (Fragment)
Protein Irf2bp2

Serine/arginine-rich splicing factor 2
Protein Prdm13

Uncharacterized protein (Fragment)
Neuroligin-2

Heat shock 27kDa protein 3
LRRGTO00035

Protein RGD1310016

Mitochondrial dicarboxylate carrier
Volume-regulated anion channel subunit
LRRC8A

Protein Rom25I1

Small VCP/p97-interacting protein
Protein Ehbp1l1

Peroxisome proliferator-activated receptor

gamma
Uncharacterized protein (Fragment)

Cilia- and flagella-associated protein 36
tRNA (guanine(37)-N1)-methyltransferase
Protein RGD1310016

Peroxisomal trans-2-enoyl-CoA reductase
Protein Unc5cl

Leucine-rich repeat flightless-interacting
protein 2
INO80 complex subunit B

Uncharacterized protein

79,25
60,85
64,81
53,71
67,59
62,35
59,07
50,2
63,34
44,58
59,27
48,93
78,29
70,97
70,36
39,29
82,31
86,69
49,75
44,58
38,85
46,32

43,3

119,6

82,41
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D3ZCI9 Uncharacterized protein (Fragment) 76,38 +

Q8CH93 Hyaluronan synthase 1 46,61 +

D32W92 Protein Fam78a 77,3 +

D3ZSK3 Protein Peli2 46,41 +
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A Universidade da sua vida

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado "Analise protedmica do epididimo em resposta a exposi¢do por contaminantes ambientais",
protocolado sob o CEUA n° 1289080915, sob a responsabilidade de Camila Peres Buzalaf e equipe; Maria Fernanda Silva De
Almeida; Aline De Lima Leite; Mariana Liessa Rovis Sanches - que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagéo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Universidade do Sagrado Coragéo (CEUA/USC) em reunido de 04/11/2015.

We certify that the proposal "Proteomic analysis of the epididymis in response to exposure to environmental contaminants.",
utilizing 50 Heterogenics rats (50 males), protocol number CEUA 1289080915, under the responsibility of Camila Peres
Buzalaf and team; Maria Fernanda Silva De Almeida; Aline De Lima Leite; Mariana Liessa Rovis Sanches - which involves the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human
beings), for scientific research purposes (or teaching) - it's in accordance with Law 11.794, of October 8 2008, Decree 6899, of
July 15, 2009, with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was
approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Sagrado Coragdo University (CEUA/USC) in the meeting of
11/04/2015.

Vigéncia da Proposta: de 05/2015 a 12/2015 Area: Pro-reitoria De Pesquisa E Pos-graduacao
Procedéncia: Biotério Central

Espécie: Ratos heterogénicos Género: Machos idade: 21 N: 50
Linhagem:  Wistar Peso: 1509

Nota: Os avangos da vida moderna tém sido acompanhados por variados impactos ambientais com implicagdes na saude humana.
Dentre esses, pode-se propor o aumento dos casos de infertilidade masculina, o que constitui um problema comum em todo o mundo.
O metilmercurio e bisfenois policlorinados (PCBs) constituem contaminantes encontrados em diversos compartimentos ambientais, e
devido as suas propriedades fisico-quimicas, possuem grande capacidade de bioacumulagao e biomagnificagédo nos seres humanos
acarretando em diversos efeitos toxicos em varios sistemas e/ou érgéos, incluindo o sistema reprodutivo. Os espermatozoides sdo
produzidos nos tubulos seminiferos dos testiculos pelo processo de espermatogénese, seguido da diferenciagdo celular, processo
denominado espermiogénese. Apos a sintese, os mesmos sdo direcionados ao epididimo, onde sofrem o processo de maturacéao que
confere aos espermatozéides a aquisicdo da mobilidade celular e a capacidade de fertilizagdo. Esse processo é dependente da
interagao de proteinas secretadas pelo epitélio epididimal com as proteinas espermaticas, as quais passam por diversas modificagdes
pos-translacionais durante o transito no epididimo. O fato de os espermatozdides apresentarem uma capacidade limitada de
biossintese protéica, porém alta na ocorréncia de alteragdes pos-testiculares, a protedmica é uma ferramenta que abre possibilidades
no entendimento geral da dindmica da fungéo dessa célula com impacto na reprodugao, que podem ou ndo estar associados com a
exposi¢cdo aos contaminantes como o metilmertrio e os PCBs. No entanto, pouco se sabe sobre o perfil proteico do epididimo de ratos
em resposta a exposicdo ao metilmercurio associado ou ndo com os PCBs, em doses que mimetizam aquelas provocadas por
intoxicacées em humanos. Assim, o objetivo desse projeto é avaliar, qualitativa e quantitativamente, as proteinas do epididimo em
ratos expostos por metiimercurio associado ou ndo aos PCBs por analise protedmica, ja que os mesmos podem apresentam efeitos
antagdnicos, sinérgicos, e ou aditivos. Assim, pretende-se identificar proteinas nucleares e da membrana do esperma bem como do
epididimo importantes para a motilidade e capacitagcdo, que possam ser alvos da toxicidade provocada por esses contaminantes
encontrados no ambiente, os quais a populagdo humana esta exposta.

Bauru, 05 de novembro de 2015

Nuern——

Profa. Dra. Dulce Helena Jardim Constantino
Coordenadora da Comissé&o de Etica no Uso de Animais
Universidade do Sagrado Coracao

1289080915
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