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RESUMO

SILVEIRA, Camila Oliveira, D.Sc., Universidade Federal deodgn, fevereiro de 2017.
Formas de CRISP-3, HSP-1 e HSP-2 como candidatas a marcadores de
congelabilidade do sémen de garanhbes da raca Mangalarga Marchador.
Orientador: José Domingos Guimardes. Coorientadores: EduatdiooPda Costa,
Leandro Licursi de Oliveira e Maria Cristina Baracatefitar

Com este estudo objetivou-se avaliar o perfil protedmico ¢othlerencial do plasma
seminal de garanhdes da raca Mangalarga Marchador, quenspmesariacbes na
motilidade espermatica do sémen apds descongelamentajoviskemtificar proteinas
candidatas a marcadores de congelabilidade. Foram utilizadt® @aaanhdes de
fertilidade comprovada, divididos em dois grupos, com dois asmigra cada grupo
T1: alta congelabilidade (n= 4 ejaculados) e T2: baixa cobijdtde (n= 4
ejaculados), sendo cada tratamento composto por doidagjas de cada garanhdo. As
analises fisicas do sémen foram realizadas antes eaap@gpreservacao espermatica.
Os grupos estudados foram divididos pdés-descongelamento pel@acay da
motilidade espermatica total. O perfil protéico do plasseainal foi obtido por
eletroforese bidimensional, as analises de imagem dosfagdéi realizadas pelo
programa ImageMaster 2D Platinum 6.0 (GE Healfaeen identificacdo das proteinas
foi por espectrometria de massas usando MALDI-TOF/TOF, casuoftwvare Mascot
Daemon para a busca em banco de dados. A validacao dasgwadentificadas entre
os tratamentos foi realizada pelo programa SCAFFOLD (95%). ddd®s foram
analisados pela ANOVA com 5 % de probabilidade de erro, coredagiinples de
Pearson e andlise de regressdo linear. Observou-sendde(p<0,05) em relacdo a
motilidade espermatica total do sémen fresco e pos-ugsieanento. No perfil protéico
identificou-se 5 familias de proteinas (HSP-1, HSP-2, CR|SEx@creina e Albumina

sérica). Destas familias, algumas proteinas se apresenteom diferencas em



abundancia (p<0,05) entre os grupos estudados, em que quatro stas ser
consideradas possiveis candidatas a mareadde congelabilidade (HSP-1: spot 175;
HSP-2: spot 39; CRISP-3: spot 66 e 166). Conclui-se entdo queardh@es da raca
Mangalarga Marchador apresentam variacdo individual atepso de criopreservacao
do sémen e possuem possiveis proteinas candidatas a maeadogelabilidade para

raca.



ABSTRACT
SILVEIRA, Camila Oliveira, D.Sc., Federal University of dga, February, 2017.
Types of CRISP-3, HSP-1 e HSP-2 as markers candidates of semegefrability of
stallions of Mangalarga Marchador breed.Adviser: José Domingos Guimara€xo-
advisers: Edl_Jardo Paulino da Costa, Leandro Licursi de OliegidaMaria Cristina
Baracat Pereira.
This study aimed to evaluate the total and differential prokegrofile of the seminal
plasma of stallions of Mangalarga Marchador breed thaepted variations in sperm
motility after thawing, intending to identify candidate pmseas freezability markers.
Four proven fertility stallions were used and splited in graups with two animals in
each group: T1: high freezability (n= 4 ejaculates) and T2: l@ezhability (n= 4
ejaculates) with two ejaculates of each stallion ichegaeatment. Semen analysis were
made before and after criopreservation. The studied gweapes divided after thawing
by the evaluation of total sperm motility. The protein peodf the seminal plasma was
obtained by bidimensional electrophoresis. The analysg®amages of the gels were
performed by the ImageMaster 2D Platinum 6.0 (GE Heaftygpeogram and the
proteins identification were made by the mass spectrgnsing MALDI-TOF/TOF
with the software Mascot Daemon for database searod. validation of identified
proteins between treatments was performed by SCAFFOLD (95%dapnod he data
were analyzed by ANOVA, Pearson's simple correlatiodsliaear regression analysis
with 5 % of error probability. Differences were obserypd0.05) in relation to total
sperm motility of fresh and after thawing semen. At @roprofile, 5 protein families
(HSP-1, HSP-2, CRISP-3, Kallikrein and Serum albumin) weretiftlgh Of these
families some proteins presented differences in abundgrd®05) between studied

groups in which four of them can be considered as possibikersacandidates of

semen freezability (HSP-1: spot 175; HSP-2: spot 39; CRISP-3: spot 66 antt &66).



be concluded that stallions of Mangalarga Marchador pessent individual variation
to semen cryopreservation process and have possible prasemarkers candidates of

semen freezability.
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1. INTRODUCAO
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A criopreservagcao do sémen em equinos € uma biotecaottmigrande
interesse no agronegécio do cavalo, pois maximiza a gélizae reprodutores por
possibilitar a sua utilizacdo em haras distantes e poemambaterial genético estocado
por tempo indeterminado (Loomis, 2001).

Alguns autores, como Samper e Morris (1998) e Loomis eaBra2008)
relatam que esta biotecnologia ainda € subutilizada devigwiabilidade individual
dos anim@s. Cada garanhdo responde de maneira diferente ao processo de
criopreservacdo do sémen. Dessa forma, os ejaculadoseglosos podem ser
classificados como sendo de alta ou baixa congelabilidatke,cassificacao € feita
baseado na capacidade dos espermatozoides em resistirenpraessos de
congelamento (Aurich, 2008).

Um fato que dificulta a selecdo de garanhfes doadore€rden com alta
aptiddo para criopreservacdo do sémen ocorre devido Acethrs animais ser
realizada pelo seu desempenho atlético, seu pedigree,rdoentacao, seu andamento,
principalmente quando se diz respeito a cavalos de machayés de selecionar pelo
potencial reprodutivo do mesmo (Varner et al., 2008). Resuitestio seria a falta de
padronizacao nos protocolos de congelamento e descongeldWidatoent, 2005).

Segundo Aurich (2008), outro fator que determina esse atraswamgoada
utilizacdo de sémen criopreservado em equinos € a co@pakicplasma seminal e da
membrana plasmatica. Segundo Mann e Lutwak-Mann (1981), o plesmaal é
constituido de agua, ions inorganicos, sais organicos, &cibliwo, acuUcares,
prostaglandinas e um variado namero de proteinas, posalinegao tampao visando
estabilizar o pH e a osmolaridade. Este fato proporcamaém, fontes de energia para
0 metabolismo espermatico de forma aerdbica e anaardd& acordo com Garcia
(2014), as proteinas secretadas no plasma seminal contrdmidonma marcante na
regulacédo da maior parte das funcdes espermaticas.

Estudos demonstram que a adicdo do plasma seminal de sémema de al
congelabilidade ao sémen com baixa motilidade esperméaticaocapdéagelamento-
descongelamento aumentou significativamente a motilidaatrgssiva (Aurich et al.,
1996). Este fato pode ser atribuido aos componentes dogpkaminal que possuem
funcBes diversas e importantes de estabilizacdo da o&dplarmatica e interacéo
espermatozoide-ovocito (Gwathmey et al., 2003; Ekhlasi-Hunde¢se, 2005).



Objetivou-se com este estudo identificar e descrever pasteio plasma seminal
presentes em animais doadores de sémen de alta e baixa abidgeke,
correlacionando-as com os parametros espermaticos tilelawie, sendo estes dados
expostos em forma de artigo cientifico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Plasma Seminal

Mann e Lutwak-Mann (1981) classificaram o plasma seminal @flwodo no
gual os espermatozoides se encontram suspensos no ejaatlesmlo como meio de
sobrevivéncia e transporte espermatico. Os mesmos autatesaie ainda que ess
fluido é complexo, sendo constituido por: alta porcentageragua, ions inorganicos,
acido citrico, acucares, sais organicos, prostaglandinasge variedade de proteinas
gue atuardo como tampdo, mantendo a osmolaridade e pH adeq@mdo também,
proporcionar fontes de energia para os espermatozoidas stamcondicdes aerébg
guanto anaerobés

Li (1975) acrescenta ainda que o plasma seminal € compmsémpxidantes
importantes para preservacao espermatica durante a oceiMagEo, tais como:
ascorbato, urato, grupos tiojgntationa, a-tocoferol, além de enzimas como catalases,
superoxido dismutase e glutationa redutase.

As secrecdes do plasma seminal s&o produzidas pelos ep&lidimaolas dos
ductos deferentes, prostata, glandulas vesiculares euanollbo-uretrais (Varner et
al., 1987). E comprovadsa funcdono transporte dos espermatozoides pelos 6rgdos
genitais masculino e feminino, além da influéncia do pdas@minal na fisiologia
espermatica. As proteinas, por exemplo, demonstramntielenicia na maturacao
egermatica, estabilizacdo da membrana, capacitacdo dosmesmeides e ha
interacdo das mesmas com as secrecdes da tuba ulenpiar{Petersen et al., 1998;
Manjunath e Therien, 2002; Gwathmey et al., 2003; Gwathmey, 2086).

Porém, h&a controvérsias quanto ao efeito do plasmang@duespermatica,
sendo reportados alguns estudos mostram acéo posisvespermatozoides, enquanto
outros trabalhos demonstram o inverso, dependendo daeegpéajuestdo. Entre os
animais, também ocorre variacfes desses efeitos, senéstgagpodem ser explicadas,
de forma hipotética, pela variacdo na composicdo de pasteim plasma seminal nas
espécies (Maxwell et al., 1999; Maxwell et al., 2007; O"Meae&d ,€2007; Leahy et al,
2010).

Vérios estudos destacam o efeito deletério do plasma semainaisfriamento e
congelamento de sémen equino. No resfriamento e conge@nuélizando uma
proporcdo em torno de 5 % do plasma seminal, a motilidadeneg= total
apresenta-se melhor quando comparada ao sémen resfriadopseservado com altas

taxas de plasma seminal (@0 % - Jasko et al., 1991; Braun et al., 1994; Alghamdi et
3



al., 2002). E preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reprodégiimal (CBRA,

2013), a retirada do plasma seminal para o congelamengnas £quino. Entretanto,
Brinsko et al. (2000) descrevem que a presenca de pequenas ggwosrde plasma
seminal sd0 necessarias aos espermatozoides, estaldoonado com o

armazenamento do sémen e a fertilidade.

2.1.2 Proteinas do Plasma Seminal
Grande parte das proteinas encontradas no plasma seminalraidhaga é

proveniente dos epididimos. Essas proteinas se enconglationadas coma
remodelacdo da membrana espermatica que ocorre durantesitoteépididimario e
apos a ejaculacao (Dacheux et al.,, 2003). Essas proteitéias @m concentracdes
relativamente pequenas (10 mg/mL) quando comparadas aos demmaifenms que
apresentam 20-60 mg/mL (Topfer-Petersen et al., 2005).

Nos epididimos, a secrecdo de proteinas ocorre de f@gmnalizada, sendo a
cabeca e 0 corpo as regides mais ativas. Cerca de 73 %onpostos protéicos na
espécie equina séo secretado na cabeca do epididimo (Ratlad., 2003; Gatti et al.,
2004). As proteinas epididimarias adquiridas pela membra®nestica durante o
transito nos epididimos sado classificadas conforme desa@io com a membrana
espermatica (Guasti et al., 2012).

Topfer-Petersen et al. (2005) descreveram que estas psoésfda envolvidas
em varios processos visando a preservacao da viabilidade espernmigracdo dos
espermatozoides com os 0rgaos reprodutivos feminino e quuorcesso de fertilizacao.
As proteinas atuam, também, como bons marcadores daldddj na adesdo dos
espermatozoides no reservatorio espermatico da fémeamea fusdo aos Ovulos
(Martinez-Heredia et al., 2008).

Em 2003, Jonakova e Ticha, relataram que a maioria das na®tei
identificadas no plasma seminal se ligam a membrana @igsntdos espermatozoides,
recobrindo sua superficie. Dessa forma, evita-se a @did espermatica, reacao
acrossbmica prematura e fagocitose quando os espermasozsidencontram nos
Orgaos genitais femininos.

Estas proteinas apresentam alta especificidade, ocorseadimteracdo tanto
com polissacaridios, fosfolipidios, lipoproteinas, ibrslentes, como também com os

receptores de membrana plasmatica e da zona pellucidasiddaazet al., 2000). Os

4



fosfolipidios da membrana plasmatica contém grande giaaletide fosforilcolina,
constituindo o principal componente fosfolipidico da memdraAs proteinas do
plasma seminal equino possuem capacidade de se ligar corffosfssdcolina tanto
guanto a heparina, sendo esta ligacdo necesséaria panii@ do processo de
capacitacao espermatica (Parks et al., 1987; Gasset1&4),

Para que ocorra a fertilizacdo, € necessario que algrgae8es ocorram de
forma coordenada. Portanto, as proteinas sado incorporadasiperficie do
espermatozoide no processo de ejaculacdo, interagindoscewbstancias presentes nas
células epiteliais da tuba uterina, onde se iniciara cepsocde capacitacdo até a fusao
dos espermatozoides a zona pelicida. Todos esses mexmarg8o realizados pela
interacdo das proteinas (Manaskova et al., 2003).

Em equinos, Brandon et al. (1999) correlacionaram umaipeotdo plasma
seminal com a fertilidade, esta possui 72 kDa, ponto ismelé{pl) de 5,6 e &
denominada de osteopontina. Em 2002, Macpherson e colabeEsadelacionaram as
concentragbes de IGF1 do plasma seminal com a fertilidagen 2005, Gamboa e
Ramalho-Santos identificaram mais trés proteinas dabnagm espermatica que
possuem implicacéo com a fertilidade: SNARE, caveolina-1 e NSF.

Novak et al. (2010) correlacionaram de forma negativa #lidede as
proteinas do plasma seminal: HSP-1 (14 kDa), HSP-2 (19,2 kDa), Qadeerei
clusterina, e encontraram como marcador para 0 mparametro, a proteina secretoéria
rica em cisteina (CRISP3).

As proteinas transportadoras de dois ou quatro moédulos de @hnangpo Il
(FN-2), as proteinas secretorias ricas em cisteina RIS as espermadesinas sao as

familias mais encontradas no plasma seminal equino (Kalesk&atila, 2008).

2.1.2.1 Proteinas que Contém o Dominio Fibronectina TigenHI}

Em 1996, Frazer e Bucci, estudando as proteinas do plasma |sequiim,
identificaram por meio de gel SDS-PAGE, um perfil contendddrtas de proteina.
Mais tarde, Brandon et al. (1999) utilizarando a eletrefigidimensional obtiveram
resultados similares, ou seja, 14 bandas de proteinas que doraoms a todos os
garanhdes. Observou-se, também, que quatro destas, denomiRatlaSF52, SP-3 e
SPR4, possuiam correlacdo com as demais racas eqQOinass trés proteinas (SP-2, 72
kDa, pl 6,0; SP-3, 18 kDa, pl 4,3; SP-4, 16 kDa, pl 6,5) forarordredas em altas
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concentragbes nos garanhdes com baixa fertilidade. Enqag®P-1 (72 kDa, pl 5,6)
apresentou correlacdo positiva com a fertilidade, sugerind@sjaeseria homologa a
proteina associada a fertilidade em bovinos que foi deporitiillian et al. (1993).

Calvete et al. (1994) estudaram o plasma seminal de 6 gasa@h&rificaram
proteinas de baixa massa molecular (14-30 kDa), sendo a4 lHIPSP-8. Segundo
esses autores, todas essas proteinas, com excecdo da H&P-Hyaetas na superficie
esperméatica no momento da ejaculacdo. As HSP-1 e HSP-2emmdpm o grupo de
proteinas mais abundantes no plasma seminal equino,aaredo cerca de 70 a 80 %
do total das proteinas, podendo ser reconhecidas tambémSidhe SP-2 (Ekhlasi-
Hundrieser et al., 2005).

Os autores acima descrevem que se pode encontrar este fijpotalaa ao
longo de todos os 6rgaos genitais masculinos dos garanhireseAtam dois dominios
de fibronectina em sua estrutura, em que a HSP-1 possu AABB, enquanto a
HSP-2 apresenta somente um dominio ABB. A secregcdo dpsstenas ocorre
principalmente nas ampola®siductos deferentes (Saalmann et al., 2001; Ekhlasi-
Hundrieser et al., 2005). Pertencem a mesma familia das psotieipégasma seminal de
bovinos (BSP Al1l/A2) estando relacionadas a capacitagdernedtica devido sua
habilidade de ligacdo a heparina (Topfer-Petersen et al.,.2005)

Recentemente um grupo de proteinas fibronectina Fn-lidéitificado, sendo
formado por quatro modulos, de origem epididimaria e parestan relacionados com
a maturacao espermatica. Esta proteina no equino foi desenEQ-12 (Saalman et
al., 2001).

As proteinas que possuem o dominio fibronectina ligam-seoafmdipidios de
membrana pelo grupo fosfatidilcolina ou esfingomielina locdtizaa cabeca do
espermatozoide, resultando em mudancas na estrutura daananf{@reube et al.,
2004; Ekhlasi-Hundrieser et al., 2005), permitindo o efluxo destexiol (Thérien et al,
1999). Nos o6rgaos gengafemininos, as HSPs sdo capazes de interagir com 0s

glicosaminoglicanos (Manjunath et al., 1994

2.1.2.2 Proteinas Secretorias Ricas em Cisteina (CRISPS):

As proteinas do grupo CRISP séo adicionadas aos espermeatdarante o
transito dos mesmos pelos epididimos, havendo interdedsas proteinas com a

bicamada lipidica da membrana espermatica. As CRISRsteam-se relacionadas
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com a fusdo espermatozoide - zona pellicida, sendo proteidaEyeno dependentes,
com 227 residuos, secretadas pelos segmentos proximais ddinegsdé presentes na
regido proximal da cabeca esperméatica (Brooks et al., 1986hif, 1999). Segundo
Rochberger e Cuaniscue (1992), durante a reacdo acrossenRI@Ps migram da
cabeca dos espermatozoides para regiao equatorial.

Ellermann et al. (1998) demonstraram que machos imunizados poateina
CRISP tornam-se inférteis, devido ao bloqueio na fusdo do espmrie com o
oolema.

Os membros dessa familia ja foram isolados em humaatss, suinos,
equinos e cobaias, em que 40 a 80 % de seus aminoacidoana itlentificados
(Morrissette et al.,1995; Kraetzschmar et al.,1996; Fostdr, #996).

Em mamiferos, Magdaleno et al. (1997) e Schambony et al. (1998),
descreveram que as proteinas da familia CRISPs conservaesidGos de cisteina
formando 8 pontes dissulfeto que auxiliam na estabilizacdo ude estrutura
tridimensional.

Kraetzschmar et al. (1996) expdem os locais de secrecoademas CRISPs,
sendo a CRISP-1 secretada especificamente nos epididir@dSP-2 principalmente
nos testiculos e nos epididimos, enquanto a CRISPeBcamtra distribuida de forma
abundante, mas seu principal local de secrecéo segidrdulas salivares, o pancreas e
a prostata. Schambony et al. (1998) descrevem que a €ER¢SHhcontrada em grasd
guantidade no plasma seminal e que estudos de gRT-PCR dernaomsijze esta
proteina € expressa de forma mais abundante nas ampalaguckns deferentes,
resultando em grande quantidade de CRISP-3 no plasma seourad. Novak et al.
(2010) correlacionaram de forma positiva a CRISP-3 coraxa tle concepc¢do no
primeiro ciclo e consideraram a mesma proteina comdegreaemarcador de fertilidade
no equino.

Schambony et al. (1998) identificaram todos os trés nmasnbda familia
CRISP nos o6rgaos genitais masculinos de equinos, ca#aothy a estrutura dessa
proteina por sequenciamento de DNA.

A CRISP-1 e CRISP-2 podem influenciar de forma direta ostesede
fertilizacdo (fusdo espermatozoides-ovocitos), enquar@rISP-3 pode contribuir na
funcédo do plasma seminal nos 6rgdos genitais da fémeantalte Topfer-Petersen et
al. (2005) indicavam ainda que o papel das proteinas CRISRsmagbkeminal equino

necessitam de maiores investigacoes.



Calvete et al. (1994) verificaram no plasma seminal equima, proteina de 27
kDa, denominada de proteina do plasma seminal equino (HSP-3), gsensprema
sequencia ampla de aminoé&cidos similar as CRISPs. Magadalehq1997) estudaram
a HSP-3 no plasma seminal equino pelo método de ELISBservaram que ha grande
variedade na concentracdo dessa proteina (0,3 a 1,3 mg/nggranindes. Essa € uma

proteina ndo glicosilada e apresenta um pl de 8-9 trafelese bidimensional.

2.1.2.3 Espermadesinas:

Sao glicoproteinas de baixo peso molecular (12-16 kDa), coasppsr 109 a
113 aminoécidos e constituidas estruturalmente por um doitdnio CUB (dominio
protéico) estabilizado por pontes dissulfidicas, atuando uporte estrutural e ao
gual pode se atribuir diferentes funcionalidade (Romeral.et997). Estas proteinas
exibem habilidade de ligagcdo a heparina, aos inibidores de protdosiedipidios e
carboidratos (Topfer-Petersen et al., 2005).

Nos equinos, a HSP-7 € a maior representante desta glasgéca, sendo
secretada no trajeto dos espermatozoides pelos ductadiregidibs, sendo capaz de se
ligar a zona pelucida intacta, demonstrando seu papel naci#teespermatozoides-
zona pelucida (Reinert et al., 1996).

Sua sequéncia so difere em trés aminoacidos da proteinalAiéNsuinos (Sanz
etal., 1992). E essa proteina encontra-se apenas em faduin®s e equinos, havendo
tanto semelhancas quanto diferencas em relacéo a estativiclade de interacdo com

a zona pelucida e relagcdo com os espermatozoides (Retiakr 1996).

2.1.2.4 Calecreinas:

Na primeira porcdo do ejaculado dos garanhfes é possivehtear outra
familia de proteinas, denominadas de calecreinas. Estgersé@ncentes a familia das
serinas proteases, apresentando tripsina como atividadeolficd e ndo possuem
atividade de quinogenase. Possuem capacidade de liberacdaida yia protedlise de
guininogénio (Lilja et al., 1989; Carvalho et. al., 2002).

Os mamiferos possuem dois tipos de calecreina, uma do pasgaineo e
outra tissular, esta Gltima presente em varios 6rgé&asdos corporais (Isackson et al.

1984). Os estudos feitos com equinos demonstraram que estEssgpossuem genes
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comuns com a calecreina tissular (KLK1). Nesses anindaisdentificadas como as
HSP-6 e HSP-8 (Kareskoski et al., 2011).

A Unica calecreina glandular foi isolada em caes e eguparém, relata-se
também nas espécies primatas, cdo, porco, cobaia e Nasacaninos a enzima
esterase, chamada de arginina prostética é regulada pogemuké esta presente em
90 % das proteinas presentes no plasma seminal dos cagaradbédo, a secrecdo de
calecreina possui especificidade semelhante a quimotripsimatanto, ha também, um
substrato Unico que permanece bloqueado (Olsson et al., 2000; 8lss92004).

Inimeras sdo as funcbes dessas proteinas, atuandmoessps fisioldgicos,
como a coagulagéo sanguinea, fibrinolise, fertilizagiiméucdo hormonal (Isackson et
al., 1984; Olsson et al., 2004). Em ratos, a calecreina ésdzeao processamento dos
precursores de citocinas, atuando também, como proteindigagéo ao fator de
crescimento epidérmico e as subunidades A e G do fatoeseimento do nervo 7S no
rato (Olsson et al., 2004).

A calecreina glandular é um antigeno especifico da papsanhecido com
PSA, sua secrecao € dependente de andrégenos e € libevagiteéb prostatico. Em
humanos, tanto o PSA quanto a calicreina glandular huma2a éskdo envolvidas na
liquefacdo do ejaculado quando ha mistura dos fluidos provesielateprostata e
vesicula seminal, atuando de forma a degradar as proteinaadtmam de gel, a
semenogelina | e Il, resultando em residuos de tirosieaceéa (Lilja, 1985; Lovgren
et al., 1997). Uma funcdo de importancia do PSA é sua cagacdta atuar como
marcador para o cancer de prostata, atuando como formaagi®dstico para esta
enfermidade (Barry et al., 2001).

Outras formas da calecreina, como a KLK-KLK-15 também sé&o utilizadas
como marcadores do diagnostico de cancer ovariano, oha,nmostata e testicular. O
KLK-4 — KLK-14 possuem seus genes localizados de forma telongédaedificacdo do
gene hK2, e o KLK-15 localiza-se entre os genes codifieadda calecreina tecidual e
PSA (Yousef e Diamandis, 2001). Fato estes que explicam &C@ss como
marcadores.

Ha correlacdo positiva entre a fase clinica da doelcaomcentracdo de PSA
no soro. A forma predominantemente encontrada desse rantigkvre, podendo sua
atividade catalitica ser inibida pelo zinco, espermina eregtiea, em que o primeiro
ndo atua como inibidor competitivo, enquanto os demais kihja et al., 1991;
Stenman, 1991; Zhang et al., 1995).



Em equinos, a calecreina segregada HPK representa o omiddo PSA
humana (Utleg et al., 2003; Burden et al., 2006). Essa HPIsdtada a partir de um
reprodutor, que apresentou alta concentracdo de mMRNA semslhaot PSA,
representando 5860 % de aminoé&cidos (Olsson et al., 2004).

2.2 Criopreservacao do Sémen
Polge e Rowson (1952) obtiveram o0s primeiros resultadosnsieminagéo

artificial com sémen equino congelado. Em 1950 foi deseiprimeira congelacao
bem sucedida de células espermaticas do garanhdo. Rwéndices de fertilidade
obtidos para espécie equina séo inferiores aos de sémgelaio da espécie bovina
(Furst et al., 2005).

Este resultado pode estar relacionado principalmentedangs causados ao
funcionamento e estrutura da membrana espermatica pelgelao®ento e
descongelamento (Parks e Graham, 1992).

A criopreservacao € definida como a preparacao de usparsséo de células para
estocagem por meio de congelamento (em temperaturapregea -80 °C), que
posteriormente retornam a temperaturas proximas a do argariorém, esta técnica
pode acarretar prejuizos a funcéo ou até mesmo a cgdutar (Jobim et al., 2011).

Durante o processo de congelamento/descongelamento danos debairas
temperaturas podem ocorrer com 0s espermatozoides, demsesesencontram: a
formacdo de cristais de gelo intracelulares, aumentoodaentracdo intracelular de
solutos, resultantes da desidratacdo celular durante cegsm de congelamento. As
lesbGes podem ocorrer de forma direta, afetando estragitdares, como o rompimento
da membrana, ou indiretas, alterando a funcdo metalifdis células (Holt, 2000).

A reducdo de temperatura promove uma mudanca conformacionamharana
plasmatica, principalmente quando esta é formada predomimeamtee por fosfolipidios
poliinsaturados, como ocorre nos equinos. Com esta mydascaxtremidades
hidrofébicas tornam-se externas e as hidrofilicas intesga®lo este arranjo conhecido
como micela invertida. Este novo formato da membrarem@tica do espermatozoide
aumenta a permeabilidade da membrana, formando canais quespeominfluxo de
jons e pequenas moléculas, ocasionando desestabildag@embrana (Squires et al.,
1999; Watson, 2000). Essa excessiva permeabilidade pode resultampimento da

membrana (Amann e Graham, 1992).
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Os lipidios sofrem mudanca do estado fluido para o estadl|, tornando mais
rigida a cadeia de acidos graxos (Amann e Graham, 1992). &ltses;0es sdo
parcialmente revertidas no descongelamento, contudo, abnayean plasmética é
submetida a redistribuices estruturais que envolvemidgi@ as proteinas da
membrana (Holt e North, 1984; Holt, 2000).

A formacao de cristais de gelo ocorre quando os esperoidés se encontram
em temperatura que varia de aproximadamenge 18°C, sendo neste periodo indicado
uma velocidade de congelacdo mais rapida (Watson, 2000ei&hat/al., 2006). Além
da formacdo de cristais de gelo, esse intervalo proporcmdancas no gradiente
osmético entre os meios intra e extracelular, tasdb em desidratacdo celular. De
modo a evitar 0 congelamento da agua intracelular, pxessee que a taxa de
congelamento neste ponto seja lenta (Squires et al., 1999).

De forma a evitar ou minimizar esses danos causadosla pélo processo de
criopreservacdo, deve ser utilizado os meios diluidoretesEsdo compostos por
substancias capazes de preservar a membrana plasmatioaipata estabilizacdo do
pH do meio, neutralizacdo dos produtos téxicos produzidos pelmegpeoides, além
da protecdo contra o choque térmico e de manter o equilibtioligico e osmotico,
inibir o crescimento bacteriano e fornecer energiélala (Furst et al., 2005

Segundo Medeiros (2007) muitos diluentes vem sendo testados na
criopreservacdo de sémen em equinos, havendo resultadéseis na viabilidade
espermatica e indice de fertilidade. Moreira (2016) rgjatauma alternativa ao uso do
glicerol no congelamento de sémen equino, seria aagdi@ de dimetilformamida
isolada ou conjugada ao etilenglicol, minimizando assim,efeftos deletérios a
membrana plasmatica e acrossomal dos espermatozoides.

Um cuidado importante com a membrana plasmatica deveossiderado no
momento do descongelamento do sémen, pois esta fabénagera danos celulares,
pois € o0 momento em que a membrana é submetida a resrestjoiturais que
envolvem os lipideos e as proteinas, havendo tambémssagean da agua para o
interior da célula e caso esta passagem ocorra de fapitka pode haver rompimento
das membranas (Watson, 1995; Holt, 2000; Borges et al., 2011). Sdgpnyss et al.
(2011) a fase de descongelamento é tdo importante quanto angkdaccento, na

formacdo de metabdlitos do oxigénio e na manutencédo dadeatglicelular.
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FORMAS DE CRISP-3, HSP-1 E HSP-2 COMO CANDIDATAS A
MARCADORES DE CONGELABILIDADE DO SEMEN DE GARANHOES DA
RACA MANGALARGA MARCHADOR

Resumo
Com este estudo objetivou-se avaliar o perfil protedmico ¢othalerencial do plasma

seminal de garanhdes da ragca Mangalarga Marchador, quenspmesariacbes na
motilidade espermética total apds descongelamento, visandbifiGde proteinas
candidatas a marcadores de congelabilidade. Foram utilizadt® qaanhdes de
fertiidade comprovada divididos em dois tratamentos: T&: @lingelabilidade (n= 4
ejaculados) e T2: baixa congelabilidade (n= 4 ejaculadosfloseada tratamento
composto por dois ejaculados de cada garanhdo. As analises fisi s€émen foram
realizadas antes e ap0s a criopreservacao do sémerat@sentos estudados foram
divididos pos-descongelamento pela avaliacdo da motilidgukrraatica total. O perfil
protéico do plasma seminal foi obtido por eletroforese bidiimeak as analises de
imagem dos géis foram realizadas pelo programa ImageMastBiaZibum 6.0 (GE
Healtcar&) e a identificacdo das proteinas foi realizado por meiesgectrometria de
massas usando MALDI-TOF/TOF, com o software Mascot Daeman gdéusca em
banco de dados. A validacdo das proteinas identificadas estrtratamentos foi
realizada pelo programa SCAFOLD (95 %). Os dados foram atasigpela ANOVA
com 5 % de probabilidade de erro, correlagcdes simples desoRear analise de
regressao linear. Observou-se diferenca (p<0,05) enmfcekagnotilidade espermatica
total do sémen fresco e pos-descongelamento. No perfil proidentificou-se
proteinas com diferencas em abundancia (p<0,05) entreupssgestudados, em que
guatro dessas proteinas podem ser consideradas possiveiateandi marcadoras de
congelabilidade (HSP-1: spot 175; HSP-2: spot 39; CRISP-3: spot 66 e 166)isSenc!

entdo que os garanhdes da raca Mangalarga Marchador agresaniacao individual
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ao processo de criopreservacdo do sémen e possuem pgasitedizsas candidatas a

marcadoras de congelabilidade para raga.

Palavras-chave: criopreservacéo de sémen, equinos, psotein

1. Introducgéo
A criopreservacao espermatica na espécie equina comdEspa um

procedimento biotecnolégico subutilizado nos criatérios fentdo da variabilidade
individual dos animais em responder ao processo de criopredefta?2]. Por isso, 0s
ejaculados dos equinos podem ser classificados como sendaltadee baixa
congelabilidade, classificacdo que esta relacionada a dagactlos espermatozoides
em resistir aos processos de congelamento [3]

Os testes androldgicos realizados para analise do s@n@intnaturaquanto
pos-descongelamento, ndo sdo capazes de identificar snoheaialta e baixa
congelabilidade. O Colégio Brasileiro de Reproducédo Animal [fraena parametros
fisicos que servem de base para avaliar e classificar osis@maaptos ou inaptos a
reproducdo e 0s parametros seminais aceitaveis para cailizalo sémen
criopreservado.

Segundo Giesecke et al. [5] e Novak et al. [6] mesmo querashieges possam
ser identificados pelas avaliacbes convencionais como rgeibfé ha variacoes
substanciais em sua fertilidade quando avalied&ivo. Esses autores relatam que
estudos que apontem possiveis biomarcadores seria promissorclassificar os
animais de acordo com sua fertilidade. Adicionalmente, pedsstender esses estudos
visando identificar marcadores para congelabilidade do sémen.

As proteinas do plasma seminal atuando na congelabilidade dos déme

animais vém sendo estudada em varias espécies (bovinogs,obiifalos e varéo).
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Porém, estudos que correlacionem as proteinas do plasmzalsdmiequinos com a
congelabilidade do sémen ainda s&o limitados [7], devido ao poudzecimento
disponivel quanto & composi¢cdo do plasma seminal (PS) erdarama plasmatica [3]
principalmente em relacdo a composicdo protéica, que afeseiacao individual [8]

As proteinas que contém o dominio fibronectina tipo Il egt@sentes de
forma abundante no plasma seminal equino (70 a 80 %), damié ¢ denominada
HSPs [9, 10, 11]. Também as proteinas secretorias ricasséamai (CRISPs) e as
espermadesinas sao observadas no plasma seminal de equinos [12].

Varios estudos indicam efeito deletério do plasma serdimadémen equino
durante o resfriamento e o congelamento. Alguns estudos deamomgie a reducéo na
proporcao de plasma seminal para menos de 5 % (v/v) do sénamitedurresfriamento
e o congelamento promove melhora na motilidade espear@bs-descongelamento
[13, 14, 15]. Outros autores relataram que a adicdo de piesminal de garanhdes de
alta congelabilidade ao sémen de animais de baixa corgkldbi melhorou a
resisténcia ao processo de congelamento e descongelar@emtposto também foi
demonstrado ser verdadeiro, quando se adicionou sémen deh&garde baixa
congelabilidade ao de animais com alta congelabilidade [16]. Jetbah [7] também
verificaram diferencas no perfil protéico entre garashdde alta e baixa
congelabilidade, destacando as proteinas CRISP-3 e HSP-2 canadonas de alta
congelabilidade em equinos.

Propbe-se com este estudo identificar por meio de angligedmica, o perfil
de proteinas do plasma seminal de garanhdes classificados doratta e baixa

congelabilidade e correlaciona-las com a criopreservag@raatica.
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2. Material e Métodos

2.1 Materiais
Os produtos quimicos e os reagentes foram obtidos da SigiriabACo. (St.

Louis, MO, EUA) ou da Bio-Rad Laboratorios (Hercules, CAJAL, exceto quando
citado. Materiais especificos para procedimentos dérefeese foram adquiridos da
GE Healthcare (Life Sciences, EUA).
2.2 Animais e Coleta de Sémen

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de idnitaa
Universidade Federal de Vigosa, em Vicosa-MGEUA/UFV, Processo’n40/2014,
em 05/06/2014.

Os ejaculados foram coletados no periodo de setembroubroude 2014.
Foram utilizados quatro garanhdes da raca Mangalarga Marci#doA2, Bl e B2),
sendo dois garanhdes alojados em um haras comercidizdodcano municipio de
Muriaé — MG (21° 07’ latitude sul; 42° 21’ longitude oeste) ¢ os demaisS no setor de
equideocultura (20° 44’ latitude sul; 42° 51° longitude oeste) do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de VicesaMG. Os animais encontravam-se
alojados em baias, com alimentacdo a base de capom picado fornecido no cocho
duas vezes ao dia, juntamente com racdo granulada.diesdgua e sal minerad
libitum. Todos os animais foram avaliados e aprovados para repmdiecacordo com
0s parametros estabelecidos para sémen fresco pelgicCBlasileiro de Reproducéo
Animal [4].

Utilizou-se vagina artificial Modelo Botucatu, com agua pré-eagaea 45 °C
para as coletas de sémen. Foram realizadas duas coletgsgthdo com intervalos de
48 horas, utilizando manequim fixo no haras comercial parancdo dos ejaculades

de égua em cio natural ou induzido com cipionato de estr@liBIP® 0,5 mg/kg) ou
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dinoprost trometamida (Lutaly8®,5 mg/kg) para obtencéo dos ejaculados no setor de
Equideocultura.
2.3 Avaliagdo Espermatica

Imediatamente apds as coletas, uma aliquota de 1 mLaldagja foi retirada,
armazenada em microtubos, submersa e estocada em nitrtigéicio (-196 °C) para
posterior andlise protedbmica do plasma seminal. O restans&men foi diluido em
extensor comercial a base de leite desnatado (BoerSénBotupharma, Botucatu-SP,
Brasil), na proporcéo 1:1 (v/v), para as avaliagfes sesnimaiume do ejaculado (mL),
motilidade espermatica total (0-100 %), vigor espermaticé) (@ concentracédo
espermatica (n° de espermatozoides / mL).

O volume do ejaculado foi obtido por meio de proveta gradymdaaquecida
a 37 °C. As analises de motilidade espermatica total e \@gpermatico foram
avaliadas usando microscopio de luz, em aumento de 20@xegando uma amostra
de 20 pL de sémen entre lamina e laminula pré-aquecidas a 37 °C

Para determinar a concentracdo espermatica, uma aldgi®@i@ uL de sémen
foi diluida em 950 pL de agua destilada (diluicio de 1:20), horetgela e a
contagem realizada em camara de Neubauer.
2.4 Desenho Experimental

O experimento seguiu um delineamento inteiramente casi@lizailizando
04 garanhdes, em dois tratamentos (T1 e T2), com dois arporaisatamento e dois
ejaculados por animal, perfazendo quatro ejaculados pomaata. Os animais foram
previamente selecionados com base em experimento prezeshergue se avaliou as
caracteristicas reprodutivas dos garanhdes da raca Meymdlarchador de diferentes

faixas etarias [17]
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Amostras de sémen dos animais Al e A2 (dois ejaculados deanadal),
com alta congelabilidade, e dos animais B1 e B2 (dois ejacutheloada animal), com
baixa congelabilidade foram congeladas, e o percentual miwienomotilidade
espermética total para o sémen descongelado de 35 % fmlezads para classificar o
mesmo como de alta congelabilidade; abaixo desse percentgahen foi classificado
como de baixa congelabilidade. Amostras de sémen crioprdeefwmm destinadas
aos testes de rotina para avaliar a qualidade espermatitbhd@de espermatica total e
vigor espermatico), bem como para andlises protedmicasstogeminal.

2.5 Criopreservacao Espermatica

Apoés a diluicdo, amostras de sémen foram centrifugadé80agy por 10
minutos, o sobrenadante foi descartadopd.%lo pellet foi diluido em 995 uL de agua
destilada (diluicdo de 1:200) para o calculo da concentiagémeio de contagem em
camara de Neubauer. O pellet foi entdo ressuspendido enmtedilcemercial de
criopreservacdo a base de glicerol (Botu&riBotupharma, Botucatu, SP, Brasil), em
volume suficiente para obter uma concentracdo espieeméinal de 100 x 19
espermatozoides/mL.

O sémen diluido foi envasado em palhetas de 0,5 mL (modeloefa,
IMV ®), identificadas e lacradas com &lcool polivinilico. O sérieé entéo resfriado e
estabilizado por 20 minutos a 5 °C. Ao final deste periodo, astaslforam
acondicionadas em rampa contida em uma caixa isotépaitaanecendo a 5 cm da
lamina de nitrogénio liquido. Apds 15 minutos, as palhetas forgamersas em
nitrogénio liquido e estocadas em botijao criogénico a -1988]C

Para o descongelamento, as palhetas foram imersas eotthanh a 37 °C
por 30 segundos e 0 sémen foi analisado quanto a motilidaelerggica progressiva e

ao vigor espermatico usando microscopia de luz em aumedtdxde
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2.6 Teste de Termorresisténcia
O teste de termorresisténcia foi realizado mediante g@alizubjetiva da

motilidade e do vigor espermatico, em microscopio de caetdesfase, nos tempos 0,
30, 60, e 90 minutos apos o descongelamento. As amostras peensan incubadas

em banho-maria a 3TC.

2.7 Anélise Protedmica

2.7.1 Determinacédo da Concentracao de Proteina:
Para a analise protedmica, utilizou-se de quatro géis entreséal@mento (alta e

baixa congelabilidade), sendo estes géis formados por doidajos de cada animal. A
determinacéo de proteinas soluveis foi realizada pelodméte Bradford [19], em que
a curva padrao foi preparada utilizando albumina sérica boBffa)(como proteina

padrao até 70 ug.

2.7.2 Eletroforese Bidimensional:
Para a primeira dimensédo da eletroforese bidimensior@aE}2-a focalizacao

isoelétrica foi realizada em sistema Ettan IPGphor (GHttted"), usando fitas d&
cm com gradiente imobilizado de pH (IPG) 3-10 linear. As fitaarforeidratadas por
16 horas com 120 pg de proteina solubilizada em solucédoddatagéo (7 M de ureia,
2 M de tioureia, 40 mM de ditiotreitol (DTT), 0,5 % (v/v) d@Q-buffer pH 3-10 (GE
Healtcar€) e 2 % (p/v) de 3¢3-Colamidopropil)-dimetilaménio]-propano sulfonato
(CHAPS)), adicionada de solucdo DeStreak (GE Heaftyaara completar 125 L de
amostra. Apoés hidratacdo, realizou-se a focalizagdeléisica de acordo com as
recomendacfes do fabricante. Apds focalizacdo, as fiteam incubadas por 15
minutos em solucdo de equilibrio (6 M de ureia, 75 mM Tris-ig8138,8, 30 % (V/v)
de glicerol, 2 % (p/v) de dodecil sulfato de sodio (SDS) e 0,009/% de azul de
bromofenol) contendo 1 % (p/v) de DTT. Seguiu-se re-eqiailfior mais 15 minutos,
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na mesma solucdo substituindo o DTT por 2,5 % (p/v) deaicetamida. Para a
segunda dimensédo da 2-DE, as proteinas foram separadas e geliacrilamida
desnaturante (SDS-PAGE) a 14 %, conforme Laemmli [20] moddica as proteinas

foram visualizadas seguindo Neuhoff et al. [21] com coranteaSsim Coloidal.

2.7.3 Aquisicao e Analise das Imagens
As imagens dos géis foram obtidas (300 dpi) usando o equiparnesge

Scanner Ill (GE Healtcaf¢. Os arquivos salvos em formato .mel foram analispeiss
programa Image Master 2D Platinum 6.0 (GE Healfga®s géis foram acomodados
em dois grupos: animais de alta e de baixa congelabilidade, peErenaio 4 géis em
cada tratamento. Um unico gel de referéncia represemtdévcada tratamento foi
obtido utilizando o conjunto de géis correspondentes dgaggécnicas, que foram
contrastados pelo programa. Proteinas em posicoes-chaggis de referéncia foram
escolhidas como marcos. A correspondénciamgsentre os géis foi alcancada apos
varias rodadas de comparacdes das posicoes dos spots slospgesentativos. Os
resultados foram obtidos comparando-se o0s volumesspots em cada gel e os
volumes dospotsforam normalizados considerando-se o volume total dos spajel.

O percentual de cadsgot foi utilizado para estimar a abundancia diferencial déejma

entre as amostras.

2.7.4 ldentificacdo das Proteinas:
Dada a dificuldade em identificar as proteinas do plagsmansl e devido a

homologia entre proteinas do plasma seminal em bovineguimos, a metodologia
empregada para identificacdo das proteinas foi obtida segaoipdotocolo realizado

por Magalhdes-Juanior [22], utilizando tripsina (12 ng/uL) pagestéio das proteinas e
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solucdo de &cido férmico 55 (v/v) e acetonitrila 50 % (pa extracdo dos peptideos
e posterior analise em MALDI-TOF/TOF modelo Ultraflex IBrgker Daltonics
GmbH, Bremen, Alemanha).

As proteinas foram identificadas usando o programa Md&3aemon, versao
2.3.3 (Matrix Science, UK), com o banco de dados para didaeguidae obtido como

subconjunto do banco de dados UniProt [28v.uniprot.org/uniprot Os parametros

de busca considerados foram no maximo duas clivagens perdicasiifcacdo fixa
com o residuo de cisteina foi a carbamidometilacdo e dficagdo variavel foi a
oxidacao dos residuos de metionina. A massa de peptideo td@rdda,1 Da para o
ion precursor no espectro de MS e 0,2 Da para fragmentagaasdeos espectros de
MS/MS. Para endossar os dados de identificacédo das propeEind8S/MS os dados
foram avaliados pela sequéncia marlehovo

A validacéo estatistica das proteinas identificadasetdizada pelo seu valor
de pontuacdo de p > 95 % na versao 3.0 do Scaffold (Proteoitnea®, EUA). A
identificacdo das proteinas foi verificada por processouaia O programa BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi [24]) foi usado para identificacdo das
sequéncias, o PeptideCutter (http://web.expasy.org/peptide_c[R&d}/para predizer
0s possiveis pontos de clivagens pela tripsina, Gene Ontologsa investigar e
categorizar as anotacfes de ontologia genética (GOdungdes moleculares,
componentes celulares e processos bioldgicos) acegmddoString http:/string-

db.org/cgi/network.pl?taskld=Jv8JyDvKI44 [R6]).

2.8 Analise Estatistica
Para andlise estatistica relacionou-se a abundarespdisde proteinas com a

motilidade espermatica total. Os dados foram submetidoseates de Kolmogorov-

Smirnov e Bartlett para verificacdo de normalidade edygmmeidade das variancias,
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respectivamente. Todos os dados obtidos atenderam aisgasrda ANOVA e foram
submetidos ao teste F a 5 % de probabilidade de erro no peogetatistico SAS 9.0
[27]. Para verificacdo da correlagdo entre as vadavii realizada analise de

correlacdo simples de Pearson e andlise de regressao |i

3. Resultados

3.1 Motilidade espermatica total
A motilidade espermética total do sémen fresco de garantidesaca

Mangalarga Marchador ndo apresentou diferenca (p>0,05) enfr@asentos de alta
(T1) e de baixa (T2) congelabilidade. Porém, os resultadtsst®de termorresisténcia
(TTR) apos o descongelamento mostraram haver difer@egga05) entre os animais
dos tratamentos Tl e T2 iniciando-se no tempo zero (itaeckete apds o
descongelamento), perdurando durante os 90 minutos de teste.

Para os animais de T2, os valores de motilidade espeanta@itat durante todo
o TTR foram menores (p<0,05) do que os valores médios mlowia de T1, e no
tempo de 90 minutos, ndo detectou-se espermatozoides viavels(fabela 1). Essas
caracteristicas diferenciais confirmam que as amoatiserem utilizadas nas analises
protedbmicas sado provenientes de animais contrastantes oquemt perfil de
congelabilidade seminal.
3.2 Analise Protebmica

A separacdo de amostras do plasma seminal dos equinsifiogldes como
bons e maus congeladores (Figura 1) usando eletroforeiseebgional (2-DE) na
regido de pH 3 a 10 e SDS-PAGE 14 % permitiu detectarspi@tsde proteinas, em
média, por gel. Ospotscom maior intensidade foram retirados dos géis e awalipor

espectrometria de massas em MALDI TOF/TOF, totalizandsp®@sanalisados, em
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gue 21 proteinas foram identificadas e a identificacdo deal&ipas foi validada pelo
programa Scaffold (Tabela 2).

Dentre as proteinas identificadas, diferergjgstsrepresentavam proteinas da
mesma familia que foram as proteinas do plasma semiH&R-1,spots32, 33, 47, 53
e 175), proteinas do plasma seminal 2 (HSBpdts 38, 39, 148 e 149), proteinas
secretorias ricas em cisteina (CRISRg#)ts66, 166, 169 e 173) e calicreina (KLK1EZ2,
spots92, 151 e 174), e também albumina sérica (At 123). A faixa de valores
para massa molecular (MM) e ponto isoelétrico (pl)tratsmentos de alta (T1) e baixa
(T2) congelabilidade das familias de proteinas identificadé® estmonstrados na
figura 2.

Os 17spotsidentificados (Tabela 2) estavam presentes nos géiedads as
replicatas bioldégicas de ambos os tratamentos (T2).eQuatro proteinas identificadas
apresentaram diferenca de abundancia em relacdo assd@wai05), sendo uma
representante da familia das HSP-1 (spot 175, com 21.281 Da e pl 3)88 da
familia HSP-2 (spot 39, com 18.371 Da e pl 5,31), com maior abuadémogaranhdes
de alta congelabilidade, e duas da familia CRISP-3 (spots 6622@67 Da e pl
7,51, e spot 166, com 131.853 Da e pl 9,07), o primeiro spot com rbaiwd&ncia em
animais de alta congelabilidade (tratamento T1) e 0 segundonedon abundancia em
animais de baixa congelabilidade (tratamento T2, Figura 3).

Para as quatro proteinas com abundancia diferencial (HEIBHA;2 e duas
CRISP-3) e também para a calicreina (KLK1EZ2), a compardgé espectros de massas
MALDI-MS1 dos diferentesspots das proteinas de mesma familia evidenciaram
diferencas no padrdo dos ions tripticos gerados pardfeasntes formas proteicas

(Figura Suplementar 1A a 1D).
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Para as HSP-1, ions encontrados nos espectrospdtsidentificados foram
especialmente os de massas 877, 1042, 1059, 1102, 1532, 2057, 2058 Da. A sequéncia
do ion 1059 foi identificada em todos sotsde HSP-1, enquanto que o ion com 1102
Da néo foi localizado apenas Bpot175, e o ion 1532 Da foi localizado em todos os
spots(Figura Suplementar 2A a 2E ). O ion 2057 foi localizado appae o spot 175.
Estes resultados demonstram provaveis diferencas maasfale HSP-1 observadas no
presente estudo.

O uso do programa PeptideCutter [25] permitiu evidenciar 12 ptetdosos
de clivagem da tripsina na proteina HSP-1, que correspondemvagechi nas
extremidades carboxilicas de residuos de lisina ou arginina 231,334, 50, 56, 69,

78, 86, 92, 101, 118, conforme sublinhados na sequéncia da protefnea (Fi
suplementar 2F). Além dos ions encontrados apenggai@75 e de uma sequéncia ter
sido identificada apenas para este mespui seu valor de pl € menor em animais de
alta congelabilidade, grupo T1 (pl 3,77) quando comparado com armasipo T2

(pl 3,9) nestespot em questdo. Diferenca entre os valores de pl somada as
caracteristicas descritas acima, podem torrgpod 175, identificado como uma forma

de HSP-1, como um candidato a marcador de animais de altdatniidgede.

A familia de HSP-2 apresentou ions comuns aossgais(1118; 1135; 1136,
1286, 1287 Da). Apenas o espectro 1135 obteve sequéncia identifieadpresentava
em todos ospotsde HSP-2gpots38, 39, 148 e 149). As 13 possiveis posicdes tedricas
de clivagem da tripsina nas proteinas da familia HSP-2 correspasiextremidades
carboxilicas de residuos de lisina ou arginina, conforme sublinlmedesquéncia da
proteina (Figura Suplementar 3).

A CRISP-3 ndo apresentou espectro similar dentre todospots sendo

sequenciado o ion 1124 no spot 169 e o ion 2227 para identBicmots 66, 166 e
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173. Sua analise pelo PeptideCutter [25] encontrou 24 possiveéds plenclivagem da
tripsina, correspondendo as extremidades carboxilicas ideassle lisina ou arginina,
conforme sublinhados na sequéncia da proteina (Figura Suplemienfsspots66 e
166, que apresentaram diferencas na abundancia entegamsemntos T1 e T2, possuem
7 e 8 ions Unicos, respectivamente, indicando haver pbd#fisrenca entre as proteinas
presentes nessepots(66 e 166) e nas proteinas dos demspistsidentificados para
esta familia. Juntamente a esses aspectos, no trataiirik (alta congelabilidade), os 2
spotsem questao se diferenciam dos demais pelos valore® rdédpl menores,
préximos a 7,42 (spot 66) e 8,96 (spot 166), enquanto que no tratairibaixa
congelabilidade), valores encontrados foram pl 7,6 (spot 88)8e(spot 166). A massa
molecular do spot 166 se apresenta maior quando comparadspatdst, sugerindo
gue a proteina CRISP-3 com alta massa molecular (do spo¢ Hi6)valor de pl pode
ser candidata a marcador de animais com sémen decbagealabilidade, enquanto que
valores de pl e de massas moleculares menores podemstien@nimais com sémen
candidatos a alta congelabilidade.

Nos espectros de massas das proteinas da familia daseica$ic
identificaram-se os ions 885, 871, 1060, 1066, 1082, 1219, 1220, 1221, 1287, 1365,
1380, 1381, 1382, 2036, 2037, 2038 e 2122 Da, como presentes em tspmHsos
analisados. Porém, apenas dois ions foram sequenciados: @2ZA™26. A analise da
sequéncia pelo PeptideCutter [25] encontrou 20 possiveis posiedelsragem pela
tripsina (Figura Suplementar 5).

A motilidade espermatica total do sémen po6s-descongelanagmesentou
correlacdo positiva com HSP-1 (spot 53, r= 0,79; spot 175, r= ®{96);2 (spot 38, r=

0,75) e CRISP-3 (spot 66, r=0,71) e correlacdo negativa RISP-3 (spot 166, r= -
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0,86). Além da motilidade espermatica total pés-descongelanagtmsspotscom
alta abundancia, apresentaram correlacao entrels|gra).

A andlise de regressdo linear mostrou que o spot 166 (CRISHe®eatou
relacdo negativa com a motilidade espermatica total p@sHigslamento( = -
116,02X + 71,02; B0,67; p<0,05). Enquanto apots175 (HSP-1) e 66 (CRISP-3)
apresentaram rela o positiva com a motilidade esperm tia total (spot 175: =71,4X +
28,76; R=0,93; p<0,0001; spot 66: = 75,78X — 4,60; R=0,51; p<0,05).

Neste trabalho foram identificadas formas especificaspdateinas HSP-1,
HSP-2 e duas CRISP-3 que apresentavam correlacéo conlidatdetespermatica total
do sémen pos-descongelamento, consequentemente, com laluitidgde do sémen de
garanhdes, e podem assim ser candidatas a moléculas gyajéie atuariam como
marcas moleculares para a baixa ou alta congelabilidadeEtms

4. Discussao

No presente estudo, observou-se por meio do teste de resist@ncia que 0s
ejaculados de animais da raca Mangalarga Marchador dearanstvariacoes entre
individuos quando submetidos ao processo de criopreservagfice possibilitou a
classificacdo dos ejaculados em grupos de alta e baixalabitigade. O presente
estudo corroborou com Blottner et al. [28] que verificarque a qualidade dos
parametros do sémen fresco, tanto quanto o grau de injlirdiar@o6s o congelamento,
apresentam diferencas consideraveis entre garanhdes. @ssaafirmam que o0s
animais apresentam diferente susceptibilidade a diluigdfrjamento e congelamento,
independentemente da qualidade do sémen fresco. Alvarenhd2st],aGomes et al.
[30] e Medeiros [31] trabalharam com animais da raca Mangalsi@ahador e
observaram baixas taxas de motilidade esperméatica totalgsésngelamento, como

ocorrido nesse estudo.

28



Vem sendo relatado que proteinas do plasma seminal encoetemedvidas
em diferentes funcbes relacionadas aos espermatozoidekgac@o destes com o
ovocito na fémea durante o processo reprodutivo. Rodriglaetinez et al. [32]
relataram que varios estudos tém demonstrado a importinsia conhecer as funcdes
das proteinas do plasma seminal nas diferentes espéciesniienos As familias de
proteinas identificadas no plasma seminal sdo diferentes edegntradas nos
espermatozoides, conforme descrito por Swegen et al.d@8]estudaram as proteinas
contidas nos espermatozoides equino. No presente estud@asmapkeminal dos
garanhdes foi obtido por centrifugacdo da amostra criepm@da de sémen total.
Apesar da separacdo do plasma ter sido obtida apos esss#fugacdo, em nossas
analises ndo houve interferéncia das proteinas pressmsesspermatozoides, o que
pode ser constatado, visto que, as familias de proteinfisagas no plasma seminal
séo diferentes das observadas nos espermatozoidesobBaivacdes corroboram as
pesquisas realizadas na base de dados Gene Ontology [26] datden rque as
proteinas identificadas no presente estudo encontram-seespaco oOu regiao
extracelular dos espermatozoides.

O perfil protéico do plasma seminal de garanhdes, neste esprdsergou
maior niumero de proteinas HSP, corroborando com outrososstgde relatam que
essa familia de proteinas esta presente em torno de 70 ad80pbdsma seminal de
garanhdes [9, 10, 11]. Proteinas da familia HSP-1 foram deataf@or Jobim et al. [7]
como associadas a garanhdes considerados maus congetblgéaren. A forma de
HSP-1 relatada por esses autores possui 13,9 kDa e pl entrd,2,8néo tendo sido
citada a identificacdo da proteina usando o banco de dado®UaiB; sua sequéncia

peptidica ou seus ions do espectro de massas MS1 presgnteteima em questao.
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No presente estudo, a diferenca entre os agpos identificados como HSE-
pode estar relacionada com as diferencas obtidas néseande massa, pl e ions
presentes em cad@ot O fato dospotl175 ter se apresentado de forma mais abundante
em animais de alta congelabilidade pode ser atribuido a pessivdificacbes em
residuos de amino&cidos na sequéncia peptidica, como aescralvete et al. [34].

Levando em consideracdo a homologia entre as BSPsalsogiequinas [35,
36], Magalhaes-Junior et al. [22], estudando bovinos da ralgaelNebservaram mais
de uma forma de BSP1 presente no plasma seminal dos, teugesindo que formas
diferentes desta proteina estdo envolvidas de formamtakistna criopreservacéao
espermatica. Como resultado, eles observaram que proteimapeso molecular de
15,52 kDa e pl de 5,78 estavam presentes de forma mais almiadaahimais de baixa
congelabilidade, estando ausente no grupo de alta congelabitageesente estudo,
as formas de HSP-1 que possuem alto ponto isoelétrico n@ansigaram diferenca de
expressao entre os tratamentos estudados.

A alta correlagcdo constatada entre spot 175 e a motilidade pos-
descongelamento, tanto na correlacdo de Pearson quaabdlis®e de regressao linear
pode estar relacionada ao fato das proteinas HSPs estaralzattas na peca
intermediaria dos espermatozoides, indicando uma possiaeéio entre este grupo de
proteinas e a motilidade espermatica [37]. Como a motilidagermatica € regulada
pela concentracdo de calcio intracelular [38] pode-se irinfne as proteinas
desempenham sua funcéo controlando &'-@a Pase [37]

Quanto a HSP-2, spot39 demonstrou maior abundancia em animais de alta
congelabilidade, corroborando achados de Jobim et al. [fjrofeina HSP-2 que
apresentou maior abundancia possui pl menor (5,31) endioetaxs outros tréspots

identificados como a mesma proteispdts38, 148 e 149). O fato desta proteina estar
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mais abundante em animais de alta congelabilidade pode skadesdos nove ions
Unicos presente em sua analise de MS1, porém, esses Goftgard possiveis de ser
sequenciados pelo MALDI TOF/TOF para diferencia-lo dos despais

A familia das HSP-2 também é citada por Calvete et al. [34] conaofamilia
de proteinas que pode apresentar pequenas mudancas em seusidosinda
sequéncia peptidica. Tais autores descreveram alta sinmdiridatre as formas
estudadas de HSP-2 e HSP-1, mostrando que a sequéncia de amin@acidos
extremidade N-terminal de HSP-2 se alinha com a de HSP-1 adzaposicéo 16 da
sequéncia.

O estudo de Garcia et al. [11] demonstrou que altas condgegrde HSP-1/2
séo relacionadas com baixa taxa de fertilidade de garanbab@sdentro quanto fora da
estacdo de monta, porém estes autores nao citaramoossvde peso molecular e ponto
isoelétrico das proteinas. Novak et al. [6] atribuirametacdo negativa entre a HSP-
1/2 com a fertilidade dos garanhdes, quando foram encontrattoesvde massa de
19,2 kDa para HSP-1 e 14 kDa para HSP-2, diferenciando-se dos ressdtzglos em
gue os valores de massas foram inferiores aos encosittadestudo destes autores.

Magalhdes-Junior et al. [22] descreveram que ha contraségqsanto a funcao
das BSPs em relacdo a criopreservacdo espermatisgyasi diferentes formas podem
estar envolvidas de modos distintos no congelamento densétste fato pode estar
relacionado com as divergéncias verificadas nos estughigados com o plasma
seminal equino até o presente momento.

Somadas as diferencas de massa molecular, pl e icws tmicadaspot o
padréo de cargas das proteinas sao variaveis, este padéileyar a uma modificacdo
na funcdo da proteina. Estudos desenvolvidos por Kumar e Si88ingemonstraram

gue as proteinas HSP1/2 possuem atividedaperonee na presenca de cargas
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anibnicas e neutras esta atividade aumenta, inibindo gagdie de proteinas. Enquanto
cargas catibnicas diminuem a atividadeaperonedessas proteinas, resultando em
agregacdo de proteinas. Todas estas alteracdes podem undedorma de HSR-
(spot175) e HSP-249pot39) como marcador de alta congelabilidade em garanhdes da
raca Mangalarga Marchador.

Hamann et al. [40] estudaram o polimorfismo dos genes da GCRISP
associando-os a fertilidade em equinos hannoverianos. Obssgwgue a proteina em
guestdo na posicdo AJ459965:c.+622G>A, conduz a substituicdo de adusodai
posicdo 208 da proteina CRISP-3, ocorrendo a troca de uma iglut@odificada por
€.+622G) por uma lisina (c.+622A), animais que codificavam tanta glitamina
guanto para lisina, considerados heterozigotos possuiam featdaade quando
comparados a garanhfes homozigotos para o alelo. Estedel&tamann et al. [47]
permite observar que uma mudanca na codificacdo da @propeide alterar a
propriedade e a funcdo da CRISP-3, 0 que poderia ter ocarddo 0s spots
diferencialmente expressos dessa proteina no presante.est

Além da possivel mudanca em sua codificacdspat 166 apresentou alta
correlacdo negativa com a motilidade espermatica, deérands pelo seu valor de’R
gue sua concentracdo é inversamente proporcional a nubiliespermatica. Assim,
essa correlacdo negativa somada a ocorréncia de i@os @mcontrados nesspote a
sua alta massa molecular para garanhdes de baixa condatidilinfere-se que spot
166 podera ser candidato a marcador de congelabilidade em garadnOeca
Mangalarga Marchador, visto que, essa proteina encontta-fgma mais abundante
em animais de baixa congelabilidade.

Os trésspots(92, 151 e 174) identificados como calicreina ndo apresentaram

diferenca em abundéancia nos grupos estudados corroborandis @studos de Bezerra

32



[41], em que esta proteina se apresenta nos geéis de todwmsnuEs, porém sem
apresentar correlagdo com a congelabilidade em garardéesaca Mangalarga
Marchador. Diferentemente dos resultados observados esttdo, Jobim et al. [7]
relatam que a calicreina encontra-se relacionada conasnile baixa congelabilidade.
Esses resultados demonstram que o papel da calicreina oduiggr animal ainda ndo
esta elucidado, e que diferentes formas de calicreina podssmgenhar diferentes
funcdes na reproducé@o animal. Em humanos, essa proteteséoita como marcador
de cancer de préstata [42, 7], porém nenhum dos animais estudptksentou
distarbio reprodutivo decorrente de cancer de préstata.

No presente estudo, somente spot (123) foi identificado como albumina
sérica. Régo [43] e Silva [44] descrevem a presencgpdisde albumina no plasma
seminal de bovinos e carneiros. Este U(ltimo autor descrpie esta proteina
encontrava-se em maior abundancia em animais de aliglabitidade. No presente
estudo ndo houve diferenca de abundancia desta proteirieatamsentos estudados,
como também ndo foram identificados relatos na titeaaindicando a presenca de
albumina sérica no plasma seminal de equinos. Alvarelz [@bhe Régo [43] relatam
gue a funcéo da albumina sérica é a absorcédo de peroxidgsditesiresultando na
protecdo da membrana e motilidade espermatica quantefed® nocivo dos
lipoperoxidos.

Os resultados dos calculos de agrupamento hierarquico, exilmdmo
dendograma (Figura 2) revelam similaridades entre os animaes A (baixa
congelabilidade) e os animais 4 e 6 (alta congelabilidade). &®ehelainda maior
similaridade nos comportamentos das proteinas HSpét 39), CRISP-3 gpot 66 e
166), com baixa proximidade da proteina HSBdo{(175) com as demais proteinas.

Esse fato corrobora com os dados obtidos pela base de@ade<Ontology [26], que
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demonstram que as proteinas das diferentes familias encaatrestacionadas oo
func6es moleculares similares e participam de processtigicos comuns. Segundo
esta base de dados, as proteinas CRISP-3 e HSP-1 atuam ileactot e
espermatogénese, o que corrobora os resultados de corexiag@trados.

Assim, esse trabalho inicia importantes estudos sabreas especificas de
proteinas do plasma seminal, como as formas identificil@&RISP-3 (spots 66, com
29.267 Da e pl 7,51, e spot 166, com 131.853 Da e pl 9,07), HSP-1 (spot 175, com
21.281 Da e pl 3,83) e HSP-2 (spot 39, com 18.371 Da e pl 5,31), visanchdr&nco
suas funcdes especificas e, assim, a importancia individiesdas proteinas na
congelabilidade do sémen.

As utilizagbes da eletroforese bidimensional e do espectt@ndet massa
demonstraram eficacia na separacao das diferentes fdema®teinas, bem como em
sua identificacdo. Estas técnicas vém sendo utilizadasngo Hos anos por diversos
autores, tais como: Jobim et al. [7], Régo [43], Silva piBezerra [41] com resultados
satisfatorios na separacao de proteinas de diferespiésies.

5. Conclusdes

Os resultados obtidos no presente estudo pela analise dédate
espermatica total e do agrupamento hierarquico demonstréaagdes individuais entre
0s garanhdes da raca Mangalarga Marchador ao processorioggeservacao
espermatica e a presenca de proteinas no plasma seminaladbdgarque podem
influenciar na estabilidade do processo, permitindo mfesbre a possibilidade de
estudo dessas proteinas visando identificar marcadoresutanéss protéicos para
auxiliar na selecdo de reprodutores doadores de sémen nigpeeservacao. As

proteinas identificadas como HSPsp@t175), HSP-2gpot39) e CRISP-39pot66 e
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166) séo consideradas candidatas a marcadoras de congelahiatadanimais com

sémen de alta e baixa congelabilidade.
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Tabela 1: Valores médios e erros padrdo dos parametros seminajardehdes da raca Mangalarga Marchador pré-congelamerits- e p
descongelamento em diferentes tempos de incubacada@a¢germorressisténcia (37 °C)

Grupo Motf (%) CV MO(%) CV M30(%) CV M60(%) CVv M90(%) CVv
Alta 85,00 + 2,72 6,4 49,00 + 4,88 49,8 44,00 * 3,67 16,0 27,00 + 5,61 41 24,00 + 6,20 52
Baixa 78,75+ 3,18 8,0 16,25 + 5,54 68,0 05,00 + 2,04 82,0 02,50 + 1,44 115,0 00,00 + 0,00

3 Médias seguidas de letras diferentes na mesma odifemam entre si (p<0,05) pelo teste F.; Motf: motilidadeeamatica do sémen fresco;
CV: coeficiente de variacdo; MO: motilidade espermaticaengpb 0 pos-descongelamento; M30: motilidade espermatitemm 30 minutos
pos-descongelamento; M60: motilidade espermatica no tempoint@os pos-descongelamento; M90: motilidade espermatica rmot&M
minutos pos-descongelamento;
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Tabela 2: Identificacdo de proteinas* extraidas do plasma seminghdmhdes da raca Mangalarga Marchador, com sémen de lwiza
congelabilidade

spot Nome da Banco de | Acesso Score de Prob. | Cobertura da Teodrico Experimental NPIV Sequéncia dos peptideos Prob. fon
ID Proteina dados identificaca Q) sequénca ?3) 2)
o MS (%) MM pl MM pl
(Obs/Esp)
32 Horse Seminal| Equidae P81121 94/30 99% 11 13905 8,14 18063 7,76 01 (R)WCSLTGTYSGSWK(Y) 97% 1532
Protein- 1 (HSPL) UniProt
33 Horse Seminal| Equidae P81121 139/25 100% 13 13905 8,14 17745 8,27 02 (K)CVFPFNYR(G) 96% 1102
Protein- 1 (HSPL) UniProt
(K)YCAFPFVYR(G) 95% 1059
47 Horse Seminal Equidae P81121 104/30 99% 13 13905 8,14 21095 4,51 01 (K)CAFPFVYR(G) 96% 1059
Protein- 1 (HSPL) UniProt
53 Horse Seminal| Equidae P81121 130/31 100% 13 13905 8,14 20978 3,50 02 (K)CVFPFNYR(G) 95% 1102
Protein- 1 (HSPL) UniProt
(K)CAFPFVYR(G) 98% 1059
175 | Horse Seminal| Equidae P81121 376/30 100% 32 13905 8,14 21281 3,83 03 (R)WCSLTGTYSGSWAK(Y) 100% 1532
Protein- 1 (HSPL) UniProt
(K)CAFPFVYR(G) 96% 1059
(R)ISWCSVTPNYDHHGAWK(Y) 99% 2057
38 Horse Seminal| Equidae F6XU34 53/31 95% 6,1 15609 6,92 18061 6,08 01 (K)YCFFPFVYR(G) 97% 1135
Protein- 2 (HSP2) UniProt
5,31 01
39 Horse Seminal Equidae F6XU34 50/31 95% 6 15609 6,92 18371 (K)CFFPFVYR(G) 96% 1135
Protein- 2 (HSP2) UniProt
F6XU34 49/31 95% 6,0 15609 6,92 18159 6,65 01
148 Horse Seminal Equidae (K)CFFPFVYR(G) 96% 1135
Protein- 2 (HSP2) UniProt
149 Horse Seminal Equidae F6XU34 54/30 95% 6,0 15609 6,92 19682 5,32 01 (K)CFFPFVYR(G) 97% 1135
Protein- 2 (HSP2) UniProt
66 Cysteine-rich Equidae F7BWJ9 139/29 98% 7,8 27306 7,83 29267 7,51 01 (K TPNAVVGHYTQVVWYSSYR(V 100% 2227
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secretory protein 3]  UniProt )
(CRISP3)
166 Cysteine-rich Equidae F7BWJ9 67/30 95% 8 27306 7,83 131853 9,07 01 (KYTPNAVVGHYTQVVWYSSYR(V 99% 2227
secretory protein 3]  UniProt )
(CRISP3)
169 Cysteine-rich Equidae F7BWJ9 47/28 95% 4,1 27306 7,83 27299 9,31 01 (R)VGCGIAYCPK(Q) 96% 1124
secretory protein 3]  UniProt
(CRISP3)
173 Cysteine-rich Equidae F7BWJ9 48/27 95% 8 27306 7,83 128718 9,26 01 (KYTPNAVVGHYTQVVWYSSYR(V 97% 2227
secretory protein 3]  UniProt )
(CRISP3)
92 Kallikrein 1E2 Equidae Q6H321 285/30 100% 22 29392 5,40 31017 5,35 03 (K)YLRPYDDISHDLMLLR(L) 97% 2036
UniProt
(K)LGSTCYTSGWGLISTFTNR(G) 100% 2121
(KYMTEFVLCATHR(D) 99% 1380
151 Kallikrein 1E2 Equidae Q6H321 376/30 100% 25 29392 5,40 28571 577 05 (RIIGGWECEK(H) 97% 1091
UniProt
(K)YLRPYDDISHDLMLLR(L) 99% 2036
(KILGSTCYTSGWGLISTFTNR(G) 100% 2120
(R)GSGTLQCVELR(L) 99% 1219
(KYMTEFVLCATHR(D) 99% 1380
174 Kallikrein 1E2 Equidae Q6H321 171/28 100% 13 29392 5,40 28557,5 5,55 02 (K)YLRPYDDISHDLMLLR(L) 98% 2036
UniProt
(K)LGSTCYTSGWGLISTFTNR(G) 100% 2121
123 | Albumina Sérica Equidae F7BAY6 131/29 100% 4,1 68372 5,78 31348 7,35 02 (K)DVFLGTFLYEYSR(R) 99% 1609
UniProt
(R)RHPDYSVSLLLR(I) 99% 1455

* As proteinas foram separadas por eletroforese bidimeaisianalisadas por espectrometria de massas em equipav@&bbDl TOF/TOF, e
identificadas usando algoritmo MASCOT e validadas usandoftvase SCAFFOLD contra o banco de dados Equidae UniProt. dagéh)
Probabilidade de identificacdo da proteina (MASCOT); (2bo&bididade de identificacdo para peptideo (Scaffold); (3) NPIMUmero de
peptideos identificados e validados (Scaffold); MM= masskecular, unidade Da.
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Tabela 3: Correlagédo simples de Pearson entre motilidade pos+dgdamento (Motd) e os spots de proteina: S38, S39, S53, S66, Sl e
do plasma seminal de garanhdes da raca Mangalarga Marchador

Variaveis Motd Spot 38 Spot 39 Spot 53 Spot 66 Spot 166 Spot 175
(HSP-2) (HSP-2) (HSP-1) (CRISP-3) (CRISP-3) (HSP-1)
Motd 1 0,75 ns 0,79 0,71 -0,82 0,96
Spot 38 (HSP2) 1 ns 0,73 ns ns ns
Spot 39 (HSP2) 1 ns 0,86 -0,86 ns
Spot 53 (HSPL) 1 ns -0,86 0,77
Spot 66 (CRISP-3) 1 -0,86 ns
Spot 166 (CRISP-3) 1 -0,76
Spot 175 (HSPY) 1

ns: nao significativo (p>0,05).
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Figura 1: Perfil protéico bidimensionatio plasma seminal de dois garanhfes da raca
Mangalarga Marchador de alta congelabilidad® € de baixa congelabilidadeB). As
proteinas circuladas em azul representam a familia HSP-temnelho, HSP-2; em amarelo,
CRISP-3; em roxo KLK1E2, e em preto, Albumina Sérica
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Figura 2: Abundéancia entre 0os animais e 0s spots, obtidos porfeletse bidimensional do
plasma seminal de quatro garanhdes da raca Mangalarga Margidsddescongelamento
(T1= alto congelamento; T2= baixo congelamento). Norh&at cores escuras representam
baixa abundancia de proteina e cores claras alta abundérmiateinas.
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Figura 3: Boxplot da mediana da massa molecular e ponto ismel&das familias de
proteinas identificadas, sendo A: valores de mediaeacrdE a massa molecular e ponto
isoelétrico das proteinas do tratamento de alta congdidelj B: valores de mediana
referente a massa molecular e ponto isoelétrico daeipas do tratamento de baixa
congelabilidade.
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Figura Suplementar 1: Perfil de Espectrometria de Massa (MS) das proteinasinidpdas e
identificadas:A: HSP-1,B: HSP-2,C:. CRISP-3 eD: KLK1E2, respectivamente, do plasma
seminal de quatro garanhdes da raca Mangalarga Marchador.

47



I MS- Spots HSP-1 Spot32

= )‘ e ALL,LLLLLJ PSR |

3 Spot 33
'l ool ﬂ |
(| < T SRt .L LL SR ' v x il ;
-g 20t 59 ) N
- Spota?7
C £ | l l ’
o
- 08 |
£ g—t——s—maBB_L.
& SpotS3
D ors
0w
L
°§j - » — A A — —
' Spot175
: |
| l I """" » <
e 1000 — 10 12200 1200 80 1420 10O -~
Massa/Carga

F: 1 DLQTTGADHS ATVNPDQQLI MTKHSATVTP ENKCVFPFNY RGYRYYDCTRTDSFYRWCSL 60
61 TGTYSGSWKY CAATDYAKCA FPFVYRGQTY DRCTTDGSLF RISWCSVTPN YDHHGAWKYC 120

Figura Suplementar 2: A: Perfil de fragmentacdo (MS/MS) dos ions sjmt 32; B: Perfil de
fragmentacdo (MS/MS) dos ions dpot33; C: Perfil de fragmentacéo (MS/MS) dos ionssgot

47; D: Perfil de fragmentacdo (MS/MS) dos ionsspmt53; E: Perfil de fragmentacdo (MS/MS)
dos ions dospot 175; F: pontos tedricos de clivagem da tripsina na proteina HSP-1, que
correspondem a clivagem nas extremidades carboxilicas idieiagsde lisina ou arginina em
garanhdes da raca Mangalarga Marchador
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Figura Suplementar 3: A: Perfil de fragmentacdo (MS/MS) dos ions sjmt 38; B: Perfil de
fragmentacdo (MS/MS) dos ions dpot39; C: Perfil de fragmentacédo (MS/MS) dos ionsspmt
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148; D: Perfil de fragmentacdo (MS/MS) dos ions sjpot 149; E: Perfil de fragmentacao
(MS/MS) dos ions dspotl75; F: pontos tedricos de clivagem da tripsina na proteina HSP-2, que
correspondem a clivagem nas extremidades carboxilicas ideiagesde lisina ou arginina em
garanhdes da raca Mangalarga Marchador
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Figura Suplementar 4: A: Perfil de fragmentacdo (MS/MS) dos ions gjmot 66; B: Perfil de
fragmentacdo (MS/MS) dos ions dpot166; C: Perfil de fragmentacdo (MS/MS) dos ions gpmt
169;D: Perfil de fragmentacdo (MS/MS) dos ionsspmt173; E: Perfil de fragmentacdo (MS/MS)
dos ions dospot 175; F: pontos tedricos de clivagem da tripsina na proteina CRISP-3, qu
correspondem a clivagem nas extremidades carboxilicas @kiagsde lisina ou argininame
garanhdes da raca Mangalarga Marchador
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Figura Suplementar 5: A: Perfil de fragmentacdo (MS/MS) dos ions sleot 92; B: Perfil de
fragmentacéao (MS/MS) dos ions dpot151;C: Perfil de fragmentacdo (MS/MS) dos ionsspmt
174;D: pontos tedricos de clivagem da tripsina na proteina KLK1E2, quespondem a clivagem
nas extremidades carboxilicas de residuos de lisina ou argmirgaranhdes da raca Mangalarga

Marchador
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