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RESUMO

BEZERRA, Luciana de Lima, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2015. Analise bioquimica e proteémica do plasma seminal equino e sua
relacdo com a criopreservacao do sémen. Orientador: José Domingos
Guimaraes. Coorientadores: Maria Cristina Baracat-Pereira e Eduardo Paulino
da Costa.

Este trabalho foi realizado com intuito de relacionar os constituintes
bioquimicos e protedbmicos do plasma seminal de garanhdes da racga
Mangalarga Marchador com a criopreservagédo. Em ambos os estudos foram
utilizados garanhdes higidos da raga Mangalarga Marchador, com idades entre
quatro e 15 anos e peso entre 400 e 500 kg. As colheitas foram realizadas no
periodo de junho a agosto de 2013, totalizando 77 amostras. No experimento 1,
apods as colheitas foram retirados 3 mL de sémen para analises bioquimicas de
calcio, colesterol, glicose, magnésio, fosforo, proteina total, potassio e sédio.
Em sequencia as amostras seminais foram diluidas na propor¢ao 1:1 (sémen/
diluente) e congeladas para realizacdo dos testes de motilidade espermatica
total, vigor espermatico, teste hiposmédtico e teste supravital. Apds o
descongelamento, os ejaculados de cada animal foram separados em grupos
de alta (> 40%) e baixa congelabilidade (< 40%). Nao foram visualizadas
diferengas nos parametros bioquimicos e seminais entre os animais (P>0,05),
entretanto foram observadas diferencas na concentracdo de colesterol e
glicose nos animais 1 e 3 (P<0,05), sendo a maior concentragdo no grupo de
animais de baixa congelabilidade e correlagdo negativa entre o potassio e a
motilidade espermatica pds- descongelamento. Concluiu-se que os
constituintes bioquimicos do plasma seminal n&o influenciam na
congelabilidade seminal na ragca Mangalarga Marchador. No experimento 2,
apo6s as analises fisicas e morfoldgicas do sémen, foram selecionados para o
perfil protedmico, os plasmas seminais correspondente aos sémen de maior e
menor motilidade pdés-descongelamento por animal. O perfil das proteinas foi
avaliado pelo sistema SDS—-PAGE e as proteinas identificadas por MALDI-
TOF/ TOF, utilizando o software Mascot para a busca em banco de dados. O
site do UniProt (SWISSPROT, NCBI, Equidae) foi consultado para identificacao

das proteinas e a validagdo dos resultados foi realizada pelo programa
vii



SCAFOLD. As amostras nao validadas pelo SCAFOLD foram analisadas pelo
programa flexAnalysis (BRUKER®) para identificagdo de espectros de MS2
identificados pelo software Mascot. Foi observado diferenga significativa em
relacdo a CRISP 3 no grupo de sémen de baixa congelabilidade e n&o foram
observadas diferengas entre a HSP 1, a calicreina e a motilidade pods-
descongelamento entre os grupos de sémen de alta e baixa congelabilidade .
Conclui-se que a CRISP3 com baixa massa molecular (22- 30 kDa) pode ser
utilizada como biomarcador de baixa congelabilidade e que a calicreina e a
HSP1 ndo podem ser utilizadas como marcadores de congelabilidade na raga

Mangalarga Marchador.
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ABSTRACT

BEZERRA, Luciana Lima, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2015.
Biochemical analysis and proteomics of equine seminal plasma and its
relation to semen cryopreservation. Adviser: José Domingos Guimaraes. Co-
advisers: Maria Cristina Baracat-Pereira and Eduardo Paulino da Costa.

The aim of this study was evaluating biochemical and proteomic constituents of
Marchador Mangalarga stallions seminal plasma by cryopreservation. Both
studies were carried out on healthy Marchador Mangalarga stallions, ageing
from four to 15 years old and weighting between 400 and 500 kg. The samples
were collected from June to August 2013, totalizing 77 samples. In experiment
1 after collection, 3 ml total semen were taken for calcium cholesterol, glucose,
magnesium, phosphorus, total protein, sodium and potassium biochemical
analyses. Subsequently, semen samples were diluted on 1: 1 (semen / diluent)
and frozen in order to perform motility, sperm vigor, hyposmotic and supravital
tests. After thawing, the ejaculate from each animal was divided into high
(>40%) and poor (<40%) freezability groups. No differences on biochemical and
seminal parameters among animals (P>0.05) were reported but differences on
cholesterol and glucose concentrations in animals 1 and 3 (P<0.05) were
observed. Animals from the low freezability group showed higher concentration
and negative correlation between potassium and sperm motility after freezing. It
might be concluded that seminal plasma biochemical constituents did not affect
Mangalarga Marchador seminal freezability. In experiment 2, after physical and
morphological semen analyses, seminal plasma corresponding to higher and
lower semen post freezing motility per animal were selected for the proteomic
profile. Protein profile was assessed by SDS-PAGE system and proteins
identified by MALDI-TOF / TOF using the Mascot software searching the
database. The site UniProt (SWISSPROT, NCBI, Equidae) was checked out
identifying proteins and validation results by scafold program were performed.
No validated samples by scafold by flexAnalysis program (BRUKER®) were
analyzed verifying the MS2 spectra identified by Mascot software. Significant
difference in regarding to the CRISP 3 in lower freezability group was observed
and no difference to the HSP 1 between high and low semen freezability

groups, kallikrein and post-thaw motility was observed. It might be concluded
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that the CRISP3 low molecular weight (22- 30 kDa) might be used as
biomarker low freezability biomarker, as well as, kallikrein and the HSP1 might

not be used as markers on freezability tests Mangalarga Marchador.



INTRODUGAO

Diversos progressos foram alcangados nos ultimos anos no processo de
criopreservagédo do sémen equino, porém a eficiéncia desta tecnologia varia
com a qualidade do sémen pds-descongelamento, entre os animais e até
mesmo entre diferentes colheitas de sémen do mesmo animal. Esses fatores
em geral limitam a difusdo da criopreservagao como rotina na equideocultura.

Na ultima década, Associagdes de ragas permitiram empregar sémen
congelado em programas de inseminagéao artificial, o que estimulou pesquisas
empregando-se diferentes protocolos de criopreservacdo de sémen de
garanhdes. Entretanto, estima-se que apenas 30 a 40% dos garanhdes
produzam sémen adequado a criopreservagao (ALVARENGA et al., 2005). Em
algumas ragas, como a Mangalarga Marchador, a propor¢cao de animais com
sémen de baixa congelabilidade € maior do que em outras ragas. Segundo os
autores muitos fatores podem interferir na qualidade e resisténcia a
criopreservacédo do sémen de garanhdes, destacando-se principalmente os
fatores genéticos e os relacionados a composigdo da membrana plasmatica
espermatica do espermatozoide e do plasma seminal. Algumas racas
apresentam maior susceptibilidade as lesbes espermaticas decorrentes dos
processos de criopreservacao (ALVARENGA et al., 2014).

Fatores diversos no plasma seminal influenciam a motilidade
espermatica (JASKO et al., 1991), podendo levar a alteragdes na viabilidade
espermatica e na capacidade de fertilizagdo dos animais (VARNER et al.,
1987). O plasma seminal, considerado o veiculo do ejaculado, contém
componentes que sao fundamentais a sobrevivéncia espermatica e substratos

metabolizaveis pelos espermatozoides como calcio, glicose e zinco



(BRANDON et al., 1999), sendo a sua completa remogao contra indicada em
geral (PICKETT et al. 1975). Entretanto em equinos, a remogdo do plasma
seminal €& uma pratica realizada rotineiramente no processo de
criopreservacao, pois se acredita que a presenca do plasma seminal promova
efeito deletério sobre a preservacdo das células espermaticas, e também com
0 objetivo de aumentar a concentragao por dose (embalagem) e permitir assim
a adicdo de maior quantidade de diluente protetor (ALBERTI et al., 2005).

As interacdes dos componentes do plasma seminal e das proteinas de
membrana dos espermatozoides podem ser responsaveis pelas diferencas na
fertilidade e na congelabilidade do sémen, em resposta a variagbes na
composicdo proteica (RONCOLETTA et al, 2004). A diferenciacéo,
identificacdo e quantificagdo de componentes do plasma seminal que estejam
relacionados a estabilizagdo ou protecdo da membrana dos espermatozoides
sdo de extrema importancia para a criopreservagao, visto que, a integridade da
mesma é fundamental para o funcionamento adequado do gameta masculino.

Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar a presenca de
componentes bioquimicos, proteicos e nao proteicos do plasma seminal de
garanhdes da raga Mangalarga Marchador, e correlaciona-los com a viabilidade

espermatica apos o processo de criopreservacao.



1. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plasma Seminal

Nos equinos, o plasma seminal € composto pelas secregbes dos
epididimos, das ampolas dos ductos deferentes, das vesiculas seminais, da
prostata, e das glandulas bulbo-uretrais. A secrecdo dos 6rgaos genitais do
garanhao é comumente dividida em trés fragcdes. A primeira porgéo ejaculada é
uma fracao pré-espermatica, aquosa, sem espermatozoides,
glicerilfosforilcolina (GPC), ergotineina ou acido citrico (AMANN; GRAHAM,
1993), porém é rica em cloreto de sodio e tem por fungao a limpeza da uretra
(KELLER et al., 2001), sua producédo € de origem prostatica e das glandulas
bulbouretrais (AMANN; GRAHAM, 1993). A segunda fracao é liberada poucos
segundos apds e tem aspecto leitoso, é rica em espermatozoides, GPC e
ergotineina, contento pouco acido citrico ou gel. Esta fragdo contém secregdes
dos epididimos e das ampolas dos ductos deferentes. A terceira fragdo contém
poucos espermatozoides ou ergotineina, mas grandes quantidades de gel e
acido citrico. Este fluido é produzido nas vesiculas seminais e tem por fungao
remover 0S poucos espermatozoides que permaneceram na uretra no
momento da ejaculacdo (AMANN; GRAHAM, 1993).

A glicerilfosforilcolina, produzida nos epididimos, tem importante papel
no metabolismo dos lipidios (MANN, 1964) e na maturacdo dos
espermatozoides (MAGESTRINI et al., 1995) podendo ser utilizada como
marcador da fungao secretéria dos epididimos (KLUG, 1982). A ergotineina,
produzida nas ampolas dos ductos deferentes, tem a fungcdo de proteger os

espermatozoides contra agentes oxidantes e peroxidantes (MANN, 1975).



O plasma seminal exerce varias fungbes sobre o metabolismo
espermatico e o processo de fecundagdo em equinos, como ativagdo da
motilidade espermatica, agdo antimicrobiana, neutralizacdo dos metabdlitos
espermaticos, protecado contra a acrosina por meio de inibidores de proteases,
dentre outros. Além disso, € mediador da capacitacdo espermatica e da
resposta inflamatdria pos-coital no utero de éguas (TROEDSSON et al., 2005).

No plasma seminal, fatores estimuladores da motilidade espermatica
podem ser divididos em dois grandes grupos: i) fatores de ativagdo catalitica,
como ions, nucleotideos e ativadores especificos, provavelmente de origem
proteica, encontrados nas diferentes glandulas acessorias, principalmente na
prostata; ii) nutrientes que fornecem a energia metabdlica exigida para a
motilidade e a sobrevivéncia dos espermatozoides (MANN; LUTWAK-MANN,
1981). O plasma seminal possui ainda substancias enzimaticas e nao-
enzimaticas que atuam como defesa contra espécies reativas ao oxigénio
(ROS). Além dessas enzimas, o plasma seminal apresenta outros
componentes que atuam como antioxidantes, entre eles, a vitamina E, vitamina
C, urato, albumina, taurina e hipotaurina (ALMEIDA; BALL, 2005).

Apesar de sua reconhecida importancia, todos os protocolos de
criopreservacao e resfriamento de sémen de garanhdes preconizam a retirada
do plasma seminal, substituindo-o por diluentes, podendo reduzir a protecéo
natural conferida aos espermatozoides pelo plasma seminal. Amann e Pickett
(1987) relataram que a sua remogao € necessaria para a sobrevivéncia dos
espermatozoides  criopreservados. Watson (1995) relatou que a
criopreservacao induz a alteracbes na membrana plasmatica, que fazem os

espermatozoides se comportarem como se estivessem parcialmente



capacitados. Esta capacitacdo prematura pode ser resultado da perda de
lipidios durante o congelamento e o descongelamento (WATSON, 1995), e/ou
da perda de fatores decapacitantes presentes no plasma seminal e que sao
removidos apos a centrifugagdo. Quando os espermatozoides (tanto
capacitados como ndo capacitados) sdo expostos ao plasma seminal, eles
ficam incapacitados de sofrer reacdo acrossOmica precoce e completar a
fertilizacao (MORTIMER et al., 1998).

A remocéao do plasma seminal € uma técnica utilizada rotineiramente na
criopreservacdo de sémen de equinos, sendo essencial e necessaria para o
sucesso do congelamento. Em carneiros e bovinos, sua remog¢ao também
mostrou melhorar significativamente os parametros do sémen descongelado
(ALBERTI et al., 2005). Alguns estudos em equinos indicaram que altas
concentracbes de plasma seminal podem ter efeitos deletérios sobre a
motilidade espermatica, apds armazenamento por periodos prolongados
(MAGESTRINI et al., 1995). Por outro lado, muitos estudos apontam que o
plasma seminal contém grande numero de proteinas e glicoproteinas que,
participam de interagdes especificas, promovem a remodelagcdo da superficie
do espermatozoide ao longo do 6rgéao genital masculino durante a maturagéo
pos-testicular. Acredita-se que as mesmas estao envolvidas na manutencao do
reservatorio espermatico no oviduto (EKHLASI-HUNDRIESER et al., 2005b),
no controle da capacitagdo espermatica (fatores decapacitantes e/ou
estimulando a capacitagao) (MANJUNATH; THERIEN, 2002) e em eventos de
fertilizacdo: na interacdo espermatozoide-zona pelucida e na fusdo dos

espermatozoides com o odcito (TOPFER-PETERSEN, 1999 a,b) porém, pouco



se sabe ainda quanto aos efeitos destes componentes sobre a fungdo e a

congelabilidade dos espermatozoides.

2.1.1. Composigao proteica do plasma seminal

As proteinas e os peptidios sdo macromoléculas presentes também no
plasma seminal. Dentre outras funcbes, as proteinas estdo envolvidas no
processo de remodelagdo da membrana espermatica, que ocorre durante o
transito epididimario e apdés a ejaculagdo (DACHEUX et al.,2003). As
secregdes de proteinas nos epididimos sao altamente regionalizadas, sendo a
cabeca e o corpo as regides mais ativas. Na espécie equina, cerca de 73% dos
compostos proteicos sdo secretados nas cabecgas dos epididimos (GATTI et al.,
2004). As proteinas epididimarias adquiridas pela membrana espermatica
durante o transito epididimario sao classificadas de acordo com o tipo de
interacdo com as células espermaticas. Podem ocorrer ligacbes fracas,
responsaveis pela quiescéncia dos espermatozoides, ou ligagdes fortes,
importantes nos 6rgaos genitais da fémea e na fertilizacdo; ou modificacbes
das proteinas da membrana plasmatica, encobrindo ou expondo receptores; ou
até mesmo a presenca de proteinas livres no fluido epididimario, colaborando
com a manutencao do meio (MARENGO, 2008).

A concentragdo de proteinas do plasma seminal equino é relativamente
baixa (10 mg/mL) quando comparada a outros mamiferos (20-60 mg/mL). As
proteinas do plasma seminal equino (horse seminal plasma proteins, HSP),
descritas como HSP-1 a HSP-8, apresentam de 14 a 30 kDa e sado as
principais proteinas até entdo isoladas e identificadas no plasma seminal de

garanhdes. Com excecdo da HSP-4, todas apresentam propriedades de

6



ligacdo aos espermatozoides durante a ejaculagdo e podem ser isoladas nos
espermatozoides do ejaculado (TOPFER-PETERSEN et al., 2005). Nos anos
seguintes, essas proteinas foram subdivididas em trés grupos: as proteinas
secretorias ricas em cisteina (CRISPs), proteinas transportadoras de dois ou
quatro moédulos de fibronectina tipo Il (Fn-2) e proteinas da familia das

Espermadesinas (KARESKOSKI; KATILA, 2008) (Tabela 1).

2.1.1.1. Proteinas ricas em cisteina (CRISPs) (Proteinas secretérias ricas
em cisteina)

Os membros da familia de proteinas ricas em cisteina (CRISP1,
CRISP2, CRISP3) apresentam 16 residuos de cisteina ligados por ligagbes
dissulfeto, subdividindo a molécula em trés dominios (TOPFER-PETERSEN et
al., 2005). As trés proteinas CRISPs foram identificadas nos 6rgaos genitais de
equinos, humanos e roedores, sendo sua expressdo génica controlada por
fatores androgénicos (JALKANEN et al., 2005). A ocorréncia desse grupo
proteico, porém, ndo se restringe apenas aos 0rgaos genitais masculinos,
podendo este ser encontrado em glandulas salivares, neutrdfilos, linfocitos B,
timo, colon e pancreas (SCHAMBONY et al., 1998b; TOPFER-PETERSEN et
al., 2005).

Em roedores, CRISP2 (também conhecida como TPX1) e CRISP1
(AEG1, acidic epididymal glycoprotein 1) sdao expressas nos testiculos e
epididimos, respectivamente, enquanto CRISP3 (AEG2, acidic epididymal
glycoprotein 2) foi primeiramente identificada nas glandulas salivares dos

roedores. Um membro adicional da familia das proteinas ricas em cisteinas foi



descrita como CRISP4 encontradas nos ductos epididimarios em camundongos
(JALKANEN et al., 2005).

A participagdo das CRISPs no processo de fertilizagao foi amplamente
estudada nos roedores. A CRISP1, inicialmente descrita como proteina-DE
encontrada nos epididimos de roedores (CAMEO; BLAQUIER, 1976),
apresenta 227 residuos androgeno-dependentes, encontra-se fortemente
aderida a superficie espermatica durante o transito epididimario e migra para o
segmento equatorial durante a capacitagado (DA ROS et al., 2004). Ela participa
diretamente da fusdo dos espermatozoides-oécito por meio da interagao dos
sitios de ligacéo da proteina a sitios de interacdo complementares na superficie
do odcito (ELLERMAN et al., 2002), entretanto, ndo participa nos eventos da
ativagdo do odcito (BUSSO et al.,, 2003). Estudos avaliando a estrutura
funcional desta proteina demonstram que o seu funcionamento esta associado
a integridade das ligacdes dissulfeto (ELLERMAN et al., 2002).

As proteinas CRISPs nos espermatozoides de equinos localizam-se na
cabeca, em sua regido equatorial e pds-acrossomal, bem como na pega
intermediaria. Sua associagdo com a superficie espermatica tem inicio na
regido do corpo dos epididimos (SCHAMBONY et al., 1998b) e permanecem
localizadas nas mesmas regides espermaticas apds a capacitagao in vitro e a
reacdo acrossdmica (TOPFER-PETERSEN et al., 2005). As proteinas CRISPs
(especialmente a CRISP3) podem ser removidas da célula espermatica por
lavagem com altas concentragdes de sal, entretanto, algumas moléculas da
CRISP permanecem fortemente ligadas a superficie espermatica
(SCHAMBONY et al.,, 1998b). A quantificagdo das CRISPs por Elisa

competitivo demonstrou que valores acima de 18.000 moléculas/ célula



espermatica apresentram correlagdo com alta taxa de fertilidade (REINEKE et
al., 1999).

A CRISP3 (HSP-3, horse seminal protein 3) é a principal proteina do
plasma seminal equino (SCHAMBONY et al., 1998a). Sua ocorréncia nao se
restringe apenas aos 6rgdos genitais masculinos e seu gene é
predominantemente expresso nas ampolas dos ductos deferentes (e nas
glandulas salivares), contribuindo assim, para a alta concentracdo desta
proteina (1mg/mL) no plasma seminal desta espécie. Quantidades superiores
de CRISP3 foram positivamente relacionadas com a taxa de concepg¢ao no
primeiro ciclo por Novak et al. (2010) e poderia ser considerado um bom
marcador de fertilidade em equinos. Trein (2011) sugere importante papel da
CRISP3 e HSP2 no processo de criopreservacdo como possiveis marcadores
de congelabilidade. Esta proteina apresenta a particularidade de liberagcdo da
membrana plasmatica (a0 menos parcialmente) por meio de lavado das células
espermaticas, e por isto foi proposto que poderia possuir alguma fungéo nos
6rgéos genitais da fémea (TOPFER-PETERSEN et al., 2005). Para Doty et al.
(2011) esta proteina participa do mecanismo de limpeza uterina. Segundo
Magdaleno et al. (1997), a CRISP3 é constituida de um polipeptidio nao
glicosilado de 24.987 Da com valor de ponto isoelétrico (pl) tedrico de 8-9. A
concentracdo de CRISP3 em diferentes garanhdes pode atingir de 0,3 a 1,3
mg/mL de plasma seminal. A presenca desta proteina na regido pos-
acrossomal e na por¢gdo média da cabeca dos espermatozoides ejaculados
sugere papel importante na fisiologia espermatica.

O gene da CRISP1 equina (AEG1) é expresso ao longo de todo o

epididimo (GIESE et al., 2002a), enquanto que a CRISP2 (TPX1), proteina



especifica do testiculo, apresenta-se expressa ndao so no testiculo de equinos
como também nos epididimos e nas glandulas seminais de garanhdes (GIESE
et al., 2002b). Segundo Maeda et al. (1999), a CRISP2 (TPX1) esta envolvida
no desenvolvimento das espermatides, sendo esta proteina uma das
responsaveis pela aderéncia destas células as células de Sertoli, que sao
células somaticas de grandes dimensdes do interior dos testiculos,
relacionadas com diversas ceélulas germinativas no tubulo seminifero.

O padrao de expressao do gene da CRISP foi acompanhado pelo estudo
da abundancia proteica, quando estas proteinas foram detectadas com
diferentes massas moleculares (em torno de 25 kDa) nos 6rgéaos genitais dos
equinos (TOPFER-PETERSEN et al., 2005). Foi sugerido que as proteinas
CRISP1 e/ou CRISP2 podem influenciar diretamente os eventos da fertilizagao
(fusdo espermatozoides—odcito), e CRISP-3, além de participar dos estagios
finais da fusdo dos espermatozoides-odcito (identificada na regido pos
acrossomal e equatorial), pode ter participacdo na protegdo das células

espermaticas (SCHAMBONY et al.,1998).

2.1.1.2. Proteinas que contém o dominio fibronectina tipo Il (fn-ll)
(proteinas transportadoras de dois ou quatro médulos de fibronectina
tipo Il (fn-Il)).

Proteinas da familia que contém o dominio fibronectina tipo Il (Fn-Il) sdo
caracterizadas pela presenca de dois modulos fibronectina tipo Il (Fn-Il), que
sao denominados dominios ‘BB’. Essas proteinas sdo expressas em diferentes
regides dos 6rgaos genitais masculinos, sendo expressas no corpo e cauda

dos epididimos (EQ-12) e nas ampolas dos ductos deferentes (SP-1/SP-2)
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(EKHALASI- HUNDRIESER et al., 2005a) e identificadas em varias espécies
de animais, sendo mais abundantes em bovinos (BSP; MANJUNATH; SAIRAM,
1987), caprino (VILLEMURE et al.,, 2003), ovino (RSP; BERGERON et al.,
2005) e em equino (HSP-1, HSP-2; CALVETE et al., 1995a,b; MENARD et al.,
2003). Também foi descrita no plasma seminal do suino, onde se encontra em
menor concentragdo — pB1 (CALVETE et al., 1997a). Mais recentemente, foi
identificado um grupo de proteinas fibronectina Fn-ll, formadas por quatro
modulos, originarias dos epididimos e que podem estar relacionadas com a
maturacdo espermatica. No equino, esta proteina foi denominada EQ-12
(SAALMAN et al., 2001). Ha uma década, HSP-1 e HSP-2 foram denominadas
SP-1 e SP-2 (EKHLASI- HUNDRIESER et al., 2005a).

A caracterizacado estrutural da HSP-1 equina mostrou que ela € uma
proteina que contém o dominio fibronectina tipo Il e pertence ao tipo ‘AABB’
caracterizado por dois médulos (BB) e por dois pequenos dominios “AA”. HSP-
2 corresponde ao tipo ‘ABB’, somente com um dominio “A”. HSP-1 e HSP-2
sdo sintetizadas nas ampolas dos ductos deferentes (EKHALASI-
HUNDRIESER et al.,, 2005a). Tanto a EQ-12 como a SP-1 e a SP-2 sédo
associadas a superficie espermatica durante o transito epididimario e na
ejaculacdo, e ambas estdo presentes nos espermatozoides do ejaculado. A
abundancia de SP-1 foi negativamente relacionada a fertilidade em equinos por
Novak et al. (2010) e Jobim et al. 2011 e Garcia (2014) associaram a presenca
de HSP1 em animais de baixa congelabilidade.

SP-1 e SP-2 sao as proteinas mais abundantes no plasma seminal
equino, correspondendo a 70-80% do total de proteinas e sao as ortélogas

equinas das principais proteinas com propriedade de ligagdo a heparina do

11



plasma seminal bovino (BSP), que estdo envolvidas na capacitagcao
espermatica (TOPFER-PETERSEN et al., 2005).

Na ejaculagéo as proteinas que contém o dominio fibronectina tipo Il se
unem aos espermatozoides mediante interagdes especificas com os residuos
de colina dos fosfolipidios da membrana plasmatica dos espermatozoides
(MULLER et al., 1998), mediando a capacitagdo pelo efluxo de colesterol e
fosfolipidios (THERIEN et al., 1999). Além da ligagdo aos espermatozoides,
estas proteinas unem-se também a glicosaminoglicanos dos 6rgéos genitais
femininos (MANJUNATH et al., 1993a). Estas proteinas apresentam a
capacidade de ligacdo a heparina, que € um polissacarideo que se liga aos
espermatozoides bovinos pelas proteinas e é capaz de induzir a capacitagcao
(MILLER et al., 1990). Tal efeito é obtido pela modulagédo na atividade da
proteina a qual ela se liga. Glicosaminoglicanos semelhantes a heparina sao
secretados, particularmente na fase folicular, pelos érgéos reprodutivos da
fémea, o que estimula a capacitagdo (LENZ et al., 1982). Além disso, essas
proteinas de ligagdo a heparina sdo produzidas pelas glandulas acessorias
(NASS et al., 1990) e cobrem a superficie dos espermatozoides do ejaculado
(MILLER et al., 1990).

As proteinas de ligagdo a heparina de bovinos sdo amplamente
estudadas.

Avaliando a ligacdo das proteinas BSP, Manjunath et al. (1993b)
verificaram que a BSP A1/A2 e a BSP 30 kDa exibiram alta atividade quando
ligadas a calmodulina, o que pode influenciar positivamente no transporte

intracelular do Ca?* e na reacdo acrossomal. Desta forma, as proteinas BSP
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estariam envolvidas com a capacitagdo espermatica e com a reagao
acrossomal e, consequentemente, com os fenémenos de fertilizagao.

As proteinas BSP modulam a atividade da fosfolipase A2 e, com isso,
regulam o metabolismo dos fosfolipidios da membrana espermatica
(MANJUNATH et al., 1994). Os sitios de ligagdo dos colina-fosfolipidios na
membrana espermatica sado substratos para a fosfolipase Az (PLA2), uma
enzima-chave na capacitacdo (SOUBEYRAND et al., 1998). Posteriormente, foi
comprovado que as BSPs promovem a capacitagao espermatica pela remocéao
do colesterol da membrana plasmatica (THERIEN et al., 1999). Quando isso
ocorre, a relagao colesterol/fosfolipidio diminui, acontece o influxo de calcio e o
pH intracelular aumenta. Acredita-se que estes eventos sejam essenciais para
que ocorra a reacdo acrossomal (THERIEN et al., 1999). Estas proteinas
também podem modular os efeitos de outros agentes capacitantes, como s&o a

progesterona e a angiotensina-Il (FIOL DE CUNEO et al., 2004).

2.1.1.3. Proteinas da familia das espermadesinas

As espermadesinas sao glicoproteinas de baixa massa molecular (12-16
kDa), compostas por 110 a 133 residuos de aminoacidos, constituidas
estruturalmente por um unico dominio “CUB” que é estabilizado por duas
ligagbes dissulfeto conservadas, com residuos de cisteina ao redor. Esse
dominio atua como suporte estrutural, e ao qual se pode atribuir diferentes
funcionalidades (ROMERO et al., 1997). Nos suinos foram identificados cinco
genes estreitamente relacionados que codificam as espermadesinas (AQN-1,
AQN-3, AWN, PSP-I e PSP-II) (CALVETE et al., 1995b), e apenas dois genes

estdo presentes para codificar as espermadesinas bovinas, aSFP (SPADH1) e
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Z13 (SPADH2) (TEDESCHI et al., 2000). No ovino, uma espermadesina de
15,5 kDa foi descrita (BERGERON et al., 2005), e no equino, a HSP-7
(REINERT et al.,, 1996). Copias inativas de genes desta familia foram
detectadas em seres humanos, chimpanzés e caes, enquanto que em roedores
nao foram identificadas regides correspondentes (HAASE et al., 2005). Embora
um membro da familia espermadesina (AWN) tenha sido identificado no
plasma seminal equino, o gene correspondente ainda é desconhecido na
espécie (TOPFER-PETERSEN et al., 2005).

Na espécie suina, as espermadesinas correspondem ao principal
componente proteico do plasma seminal, representando mais de 90% das
proteinas. Produzidas pela glandulas seminais, sdo consideradas proteinas
multifuncionais que exibem capacidade de ligagdo a heparina, a inibidores de
proteinases, aos fosfolipidos e aos carboidratos (TOPFER-PETERSEN et al.,
1998; 1999a,b). As principais espermadesinas suinas, PSP-I / PSP-II,
diferentemente das outras proteinas, ndo apresentam propriedade de ligagéo
aos espermatozoides e a heparina, porém exibem propriedades para modular a
resposta imune (ASSREUY et al., 2002) no oviduto (EKHLASI-HUNDRIESER
et al, 2005b). As espermadesinas AWN, AQN-1 e AQN-3 do suino séo
proteinas de ligagao a superficie espermatica e parecem estar envolvidas nos
eventos mediados por carboidratos que ocorrem na fertilizagdo (EKHLASI-
HUNDRIESER et al., 2005a). Curiosamente, AWN é secretada nas caudas dos
epididimos e ¢é igualmente expressa nas tubas uterinas (EKHLASI-
HUNDRIESER et al., 2002). Segundo Rodrigues-Martinez et al. (1998), a

proteina AWN permanece aderida a membrana periacrossomal apds o
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transporte pelo 6rgao genital feminino; na capacitacdo espermatica, e acredita-
se que a mesma possa estar envolvida no reconhecimento de gametas.

HSP-7 é a espermadesina equina homdloga a AWN suina. Sua
sequéncia aminoacidica apresentou modificacdes de residuos de aminoacidos
em apenas trés posicbes (EKHLASI-HUNDRIESER et al.,, 2002). Como é
homologa a AWN suina, € uma proteina de ligagdo a carboidratos. Mostrou
propriedades de ligagdo a zona pelucida equina, demonstrando seu papel na
interagdo espermatozoides-zona pelucida. Em contraste com a AWN suina, a
HSP-7 foi primeiramente detectada na espermatogbnia, depois na rete testis,
nos epididimos e nas glandulas seminais. Também foi isolada de alguns
espermatozoides testiculares (HOSHIBA; SINOWATZ, 1998). Durante a
passagem pelos epididimos, acontece um aumento da HSP-7 associada aos
espermatozoides, aparecendo como uma banda proeminente no segmento

equatorial (REINERT et al., 1997).

2.1.1.4. Outras proteinas presentes no plasma seminal

Existem outras proteinas presentes no plasma seminal equino que
contribuem para aumentar a variabilidade funcional de proteinas do plasma
seminal. A HSP-4 é uma proteina que esta relacionada ao produto semelhante
ao gene da calcitonina, e concentragbes aumentadas de calcitonina no plasma
seminal foram relacionados a melhora na motilidade espermatica (MUNGAN et
al., 2001), a prevengao da capacitagdo prematura e a reagdo acrossémica
espontanea pelo sistema adenilciclase/AMPc (FRASER et al., 2005).

A HSP-5 apresenta propriedade de ligagao a heparina, porém ainda nao

foi relacionada a nenhuma proteina conhecida. Sua funcionalidade e sequéncia
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do N-terminal ndo foram identificadas em proteinas de outras espécies
(TOPPFER-PETERSEN et al., 2005).

HSP-6 e HSP-8 sdo diferentes isoformas de uma mesma proteina que
pertence a familia das calicreinas (TOPPFER-PETERSEN et al., 2005). Em
garanhdes, quantidades maiores de calicreina 1E2 (KLK2) foram relacionadas
negativamente com a fertilidade (NOVAK et al, 2010). As sequéncias do N-
terminal de ambas isoformas mostraram alto grau de homologia com o
antigeno prostatico humano (PSA). O rompimento da arquitetura prostatica
normal seja pelo cancer, Hiperplasia Prostatica Benigna (BPH, do inglés
Benign Prostate Hiperplasia) ou dano ligado a glandula (inflamagéo ou trauma)
pode desencadear um aumento nas concentracdes séricas de PSA no homem.
Desta forma, o PSA atua como biomarcador mais utilizado para o
rastreamento de cancer de préstata no mundo, tendo sua dosagem sérica total
(tPSA) amplamente solicitada por urologistas para fins de diagnostico desde
sua descoberta na década de 80, devido a sua alta sensibilidade, facil
dosagem, disponibilidade e baixo custo (NA et al., 2013).

Em 2014 no Brasil, mais de 4,8 milhdes de testes foram autorizados pelo
SUS, totalizando aproximadamente R$ 79 milhdes em exames (DATASUS,
2015). Embora seu constante uso, o PSA é um marcador 6rgéo-especifico e
nao cancer-especifico, justificando, assim, o fato de ndo ser o método
confirmatdrio no diagndstico de cancer de prostata (NA et al., 2013). Mesmo
que muitos estudos e debates de especialistas acerca das concentracdes
normais de PSA tenham sido realizados, ainda ndo existe consenso quanto ao
limiar seguro que consiga distinguir homens com alto ou baixo risco de serem

diagnosticados ou desenvolver cancer no futuro. Tampouco é possivel medir a
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gravidade desta neoplasia, embora concentragdes muito elevadas de PSA
tenham correlagdo com maior gravidade nos casos de cancer de prostata
(THOMPSON JR et al. 2011).

Tradicionalmente, a faixa de 4 a 10 ng/mL de PSA é considerada como
risco e os pacientes sdo suspeitos para cancer de prostata. Por esta razéo, o
valor de 4 ng/mL é comumente aceito como cut-off por muitos urologistas
(INGLE, et al, 2013; NA et al, 2013).

Por ser uma serina protease ativa, componente do plasma seminal, sua
funcao é liquefazer o coagulo seminal que se forma na ejaculagéo liberando os
espermatozoides (JONSSON et al., 2005). O sistema enzimatico das
calicreina-cininas do plasma seminal s&o capazes de modular a motilidade dos
espermatozoides, pelo cininogénio presente no plasma seminal que atua como
substrato especifico da enzima calicreina (FINK et al., 1989) produzindo as
cininas, que s&o os principais efetores no estimulo da motilidade espermatica
ap6s a ejaculacdo (SCHILL et al., 1989). Foram observadas correlagdes
positivas entre a atividade da calicreina no plasma seminal e a motilidade dos
espermatozoides no ejaculado (SOMLEYV et al., 1996). Um grupo de proteinas
que constituem componentes de importancia secundaria no plasma seminal
equino foi descrito. Dentre essas proteinas, encontra-se a lactoferrina
(INAGAKI et al., 2002), que pode ter origem nos testiculos, como foi
demostrado no cao (KIKUCHI et al., 2003). Ha também a leptina e os factores
de crescimento, que podem promover a longevidade dos espermatozoides
(CHAMPION et al., 2002), e varias enzimas, tais como lipases(CARVER; BALL,
2002), a 1,4-glucosidases (DIAS et al., 2004) e uma enzima conversora da

angiotensina (BALL et al., 2003).
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Tabela1. Proteinas do plasma seminal em diferentes espécies de animais

Familia ou Espécie Proteina Referéncia

Classe Proteica

CRISPs Humano CRISP1,CRISP2, Udby et al. (2005)
CRISP3 Koppers et al. (2011)
Caballero et al. (2012)
Equino  CRISP1, Schambony et al. (1998b)
CRISP2, CRISP3 Topfer-Petersen et al. (2005)

(HSP3) Jobim et al. (2011)

Rato CRISP1 Da Ros et al.(2004)
Koppers et al. (2011)

Proteinas com Equino HSP-1, HSP-2, Calvete et al. (1995a)

dominio EQ-12 Tdpfer-Petersen et al. (2005)
fibronectina tipo Saalman et al. (2001)
Il (Fn-II). Garcia et al. (2014)
Bovino BSP-A1/A2, Manjunath; Sairam (1987)
(PDC-109), Manjunath; Therien (2002)
BSP-30k Da Canio et al. (2014)
Ovino RSVP-14, Barrios et al. (2005)

RSVP-20, RSP- Bergeron et al. (2005)
15, RSP-22, Cavalcante et al. (2013)
RSP-24

Caprino  GSP-14, GSP- Villemure et al. (2003)

15, GSP-20, Druart etal. (2013)



GSP-22 kDa
Suino pB1 Calvete et al., 1997 Gonzalez-

Cadavid et al. (2014)

Espermadesinas Equino HSP-7 Reinert et al. (1996)
Trein, (2011)
Bovino aSFP, Z13 Wempe et al. (1992)
Tedeschi et al. (2000)

Bustamante-Filho et al. (2014)

Ovino Espermadesina  Bergeron et al. (2005)
de 15,5 kDa
Suino AWN, AQN-1, Calvete et al. (1995c)
AQN-3, Varela et al. (1997)
PSPI/PSP-II Calvete and Sanz. (2007)
Caballero et al. (2008)

Gonzalez-Cadavid et al. (2014)

2.1.2. Composigao bioquimica do plasma seminal

Avaliando-se o efeito do plasma seminal sobre os espermatozoides,
foram demonstrados que sob certas condicbes, determinados constituintes
seminais promovem aumento da resisténcia celular ao choque térmico, pois
estabilizam a membrana espermatica (AURICH et al., 1996) e contribuem para
a manutencao da sobrevivéncia espermatica (MANN; LUTWAK-MANN, 1981).

Porém, a grande diversidade de proteinas, lipidios e hormbdnios no plasma
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seminal sugere que importantes fungdes fisiologicas deste fluido e a sua
interagdo com as células espermaticas ainda sdo desconhecidas. Esta idéia
pode ser aceita pelo fato de que alguns componentes, caracteristicos do
plasma seminal de algumas espécies (como a frutose e o zinco em altas
concentragcdes) nao estdo presentes em outros fluidos corporais (ARIENTI et
al., 1999).

As quantidades de eletrolitos e oligoelementos presentes no plasma
seminal de garanhdes variam individualmente entre animais de mesma raca,
animais de ragas diferentes e ainda nas diferentes fragdes do ejaculado. Saodio,
potassio, calcio e magnésio s&o considerados os principais cations e o cloreto
os principais ions (WITE, 1988). A fungédo espermatica é altamente dependente
do ambiente i6nico. Alguns dos constituintes seminais tém origem em o6rgaos
especificos, e a mensuragao de suas concentracdes € importante para avaliar
a capacidade secretora de varias glandulas sexuais acessérias, capacidade
esta, dependente da producao de androgenos pelos testiculos (MANN, 1974).
Alteragcdes nas concentragdes de componentes do plasma seminal podem
gerar alteragdes metabdlicas, compromentimento da motilidade total
(SKANDHAN, 1981) e infertilidade (CAMPOS et al., 2000). Em humanos, a
infertilidade tem sido associada a concentragbes anormais de Ca, Mg e Zn no
plasma seminal (BARRIER-BATTUT et al.,, 2002). Em garanhbes, as
concentragbes de Ca, Mg e fosfato inorganico sdo maiores nas fragées do
ejaculado produzido nos epididimos e nas ampolas dos ductos deferentes
(KARESKOSKI et al., 2005).

O fosforo é importante no metabolismo celular, em especial pela sua

participagdo direta nos mecanismos bioquimicos ligados ao metabolismo
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energético. Além disso, este ion esta ligado a ativacdo e a inativagcado de
enzimas, via quinases e fosfatases, importante tanto no metabolismo quanto na
sinalizagao celular. No organismo animal, o fésforo € largamente encontrado na
forma inorganica como ortofosfato ou pirofosfato. Na sua forma organica,
constitui importante componente de fosfoproteinas, fosfolipidios e acidos
nucléicos, bem como de uma variedade de intermediarios metabdlicos (SMITH
et al., 1985). No sémen, este ion apresenta maiores concentragdes no plasma
seminal do que dentro dos espermatozoides (ABDEL-RAHMAN et al., 2000).
Entretanto, estas concentracbes podem variar entre as espécies. Dhami e
Shani (1993) verificaram que as concentra¢des de fosfato inorgénico, fosfato
acido e ésteres de fosfato no plasma seminal de bovinos s&o significativamente
mais baixos do que as observadas em bubalinos.

O caélcio € um elemento essencial, importante regulador da fisiologia
espermatica, que se apresenta em concentragcdes maiores no plasma seminal
do que no sangue, com origem especialmente prostatica, epididimaria e, em
menor parte, das glandulas seminais. Este cation esta envolvido em varias
etapas da maturacdo espermatica, na motilidade e nos processos de
capacitacdo e reagdo do acrossoma (SOUZA, 1999). O célcio é o
desencadeador da reacao do acrossoma em espermatozoides de mamiferos.
Diversas evidéncias mostram que ele esta envolvido de forma diferenciada na
motilidade, dependendo do estadio de maturacéo espermatica (WONG et al.,
2001). Sugere-se que, num primeiro momento, o calcio promova alteracdo na
curvatura flagelar, levando a hiperativagdo da motilidade e, em um segundo
momento, seja antagonista do AMPc, diminuindo gradualmente a motilidade

(LINDEMANN; KANOUS, 1989).
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Apesar de haver diversos estudos sobre as fungdes do calcio, pesquisas
acerca da relagao entre o calcio e os parametros seminais sao controversas.
Apesar de Abdel-Rahman et al. (2000) terem observado que altas
concentracbes de calcio seminal promoveram reducdo na atividade dos
espermatozoides, Wong et al. (2001) ndo constataram nenhuma associagéo
benéfica ou adversa entre o calcio e a motilidade espermatica. Em relacdo ao
efeito do calcio na capacitacdo espermatica, Viscontl e Kopf (1998) sugeriram
que esse cation bivalente desempenha importante papel neste processo,
devido a sua agado como efetor enzimatico, envolvido na transdug¢ao de sinal na
célula espermatica via adenilciclase e fosfodiesterase.

As concentracbes de Ca total e ionizada sao positivamente
correlacionadas com o volume do ejaculado, atribuindo as glandulas sexuais
acessorias a funcao de principais produtoras de Ca no plasma seminal, sendo
que aproximadamente 60 a 75% do Ca total do plasma seminal do garanhao é
ionizado, o que ndo é observado em humanos (PESCH et al., 2006)

O magnésio € um importante cation observado em quase todos os
sistemas enzimaticos, promove modificacbes em substratos enzimaticos
especificos e desempenha papel fundamental como cofator em mais de 300
reagdes enzimaticas envolvendo o metabolismo energético (ATP) e a sintese
de acidos nucléicos. Acredita-se que ele possa ter um papel na
espermatogénese, particularmente na motilidade espermatica, pela indugédo da
atividade da adenilciclase (LAPOINTE et al., 1996). Apesar de o magnésio ser
encontrado em altas concentragdes no sémen, o seu papel na qualidade
espermatica ainda nao foi completamente elucidado. Importantes alteracoes na

concentragdo de magnésio parecem estar relacionadas com a fungao anormal
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dos espermatozoides e a sua capacidade fertilizante, entretanto, ndo foram
observadas diferengas significativas nas concentragbes destes cations no
sémen de homens normospérmicos, oligospérmicos ou azoospermicos
(ADJUWON et al., 1996). Sabe-se ainda, que o magnésio € considerado um
marcador da secregao das glandulas seminais e que ele age como antagonista
intracelular do calcio (WONG et al., 2001).

Diferente do de outras espécies, o sémen equino possui maior
concentracéo de glicose que frutose (0,82 e 0,02 mg/mL, respectivamente) em
contraste ao sémen de touros e carneiros, em que a frutose € o principal
agucar (AMANN; GRAHAM, 1993). A concentragdo de glicose no sémen de
garanhdes pode ser o dobro da frutose, sendo a glicose a principal responsavel
pelo fornecimento de substrato para sobrevivéncia da célula espermatica
(BARONOQOS, 1971).

Apesar de haver uma série de diluidores comerciais que contenham
substrato para a sobrevivéncia dos espermatozoides, Engle et al. (1975)
demonstraram que o sémen de garanhdes com maior concentragcédo de glicose
endogena apresentava maior durabilidade quando submetido a ambientes
anaerdbicos, semelhante ao ambiente uterino. A movimentagcdo dos
espermatozoides necessita de energia. Como as células espermaticas
possuem as enzimas necessarias para executar as reacdes bioquimicas da
glicdlise, sua concentragao no sémen torna-se limitante para a durabilidade dos
gametas masculinos (GARNER; HAFEZ, 1995).

Em muitas espécies, o colesterol € o principal esteréide encontrado no
sémen. Originado principalmente nos epididimos, apresenta-se em maiores

concentragbes no plasma seminal do que nos espermatozoides (CROSS,
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1998). Varias pesquisas vém sendo realizadas para elucidar de que forma este
esterdide esta envolvido com a fungdo espermatica, mas poucas hipoteses
foram testadas experimentalmente. CROSS (1998) sugere que a perda de
colesterol afeta diretamente a bicamada lipidica da membrana espermatica,
estando assim envolvido com a integridade da membrana dos espermatozoides
e na inibigdo da capacitagado espermatica. Além disso, 0 mesmo autor sugere
que elevadas concentragdes de colesterol espermatico podem contribuir para a
infertilidade em humanos.

As concentracbes de cloretos, sddio e potassio foram diretamente
relacionadas com a manutencdo da excitabilidade dos espermatozoides, pH
seminal 6timo e pressado osmatica dentro e fora da célula espermatica (DHAMI;
SAHNI, 1993). O sédio e o potassio sdo considerados os principais eletrdlitos
que influenciam a viabilidade espermatica e s&o encontrados em altas
concentragbes nos epididimos (MANN; LUTWAK-MANN, 1981). A estimativa
destes constituintes pode ser usada para predizer a qualidade seminal, a
congelabilidade e a fertilidade de touros, ajudando a selecionar reprodutores
como doadores de sémen para uso em programas de inseminagao artificial
(DHAMI; KODAGALI, 1987). Alguns relatos mostram que o potassio esta
correlacionado com a viabilidade espermatica e, no cao, a presencga de sodio e
potassio foi correlacionada a motilidade (JAMES et al., 1979).

A fracdo contendo o liquido pré-espermatico apresenta as maiores
concentragbes de Cl e Na (KARESKOSKI et al., 2005), o que pode afetar a
sobrevivéncia de espermatozoides durante o armazenamento (KARESKOSKI

et al., 2006), por isso deve ser evitado em inseminagdes, pois 0 mesmo nao é
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benéfico para motilidade, além de nao contribuir para a concentragao
espermatica (KATILA et al., 2005).

Barrier-Battut et al. (2002) avaliaram a composi¢cédo iénica do plasma
seminal em 47 ejaculados provenientes de 17 garanhbes de fertilidade
comprovada e obtiveram concentragbes médias de Ca, Mg e Zn de 57,5+42;
36,319 e 1,73 + 0,70 yg/mL, respectivamente. Destes animais, quatro foram
classificados como “produtores de sémen facilmente congelaveis”, outros
quatro como “produtores de sémen n&o-congelaveis” e sete como “produtores
de sémen intermediarios”, de acordo com o numero de ejaculados com
amostras descongeladas aprovadas em cada animal, e ndo foram observadas
diferengas significativas entre os grupos, ndo havendo influéncia de nenhum

dos minerais estudados.

2.2. Efeito Sazonal Sobre Aspectos Seminais

O congelamento de sémen de garanhdes € uma pratica frequentemente
realizada fora da estacao reprodutiva na intencdo de poupar os animais em
atividade durante a estagcdo de monta. Além disso, alguns pesquisadores
apontaram melhoria na qualidade seminal durante o inverno, tais como maior
motilidade espermatica (BLOTTNER et al., 2001) e maior porcentagem de
espermatozoides morfologicamente normais (BLOTTNER et al., 2001; JANETT
et al.,, 2003a). Essas observagbes reforcam a possibilidade de se realizar a
criopreservacdo nessa época do ano, uma vez que um dos pré-requisitos para
0 sucesso na criopreservagao do sémen de garanhdes € a qualidade inicial do

mesmo (DOWSETT; KNOTT, 1996; SIEME et al., 2004).
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O volume ejaculado tende a aumentar durante a estacdo de monta
(JANETT et al., 2003a, b; ROBALO SILVA et al., 2007; FREITAS, 2010) em
funcdo do maior estimulo sexual dos garanhdes a partir do contato frequente
com éguas em estro (SILVA, 2007), por aumentar a secregcdo da fragao
gelatinosa por parte das glandulas sexuais acessorias. Porém, essa
caracteristica € pouco importante por ndo afetar a fertilidade do ejaculado
(PICKETT et al., 1974; AMANN, 1993b). Ja a concentracdo espermatica pode
apresentar-se constante ao longo das estagbes do ano, em fungdo do aumento
concomitante no numero total de espermatozoides obtidos por ejaculado
durante a estagao reprodutiva (ROBALO SILVA et al., 2007; CAZALES et al.,
2008; WRENCH et al., 2010), embora Janett et al. (2003a), Silva (2007) Freitas
(2010) tenham relatado reducdo da concentragdo espermatica no verao,
quando comparado ao inverno.

Outro fator importante que afeta diretamente a viabilidade espermatica é
a integridade de membrana. Robalo Silva et al. (2007) e Neves (2014) né&o
observaram diferengas na porcentagem de espermatozoides com membrana
integra pelo teste eosina-nigrosina entre as estacées do ano. Porém, Freitas
(2010) e Gamboa et al. (2010) relataram diferencas sazonais quanto a
morfologia da cabecga, cauda e integridade de membrana acrossomal por meio
de microscopia de fluorescéncia, sugerindo adequagao do uso do garanhao de
acordo com as variagdes sazonais.

Da mesma maneira, modificagdes na composicédo bioquimica do plasma
seminal podem ocorrer ao longo das estagbes climaticas, de acordo com
Kosiniak; Bittmar (1981) em funcdo de alteragbes na atividade das glandulas

sexuais acessorias. Em estudo realizado por esses autores, a frutose

26



apresentou-se duas vezes mais concentrada no plasma seminal de garanhdes
apdés a estacdo de monta quando comparado ao periodo fora da estacao
reprodutiva. Da mesma forma, ja foi caracterizado em outras espécies a
influéncia sazonal e climatica sobre a constituigdo do plasma seminal. Aguiar et
al. (2013) relataram reducdo nas concentracdes de frutose, acido citrico,
fésforo, magnésio e proteinas totais do plasma seminal de caprinos durante a
estacdo seca no nordeste brasileiro. Singh et al. (1969) observaram maiores
concentracdes de sddio no plasma seminal de bufalos e touros em periodos de
frio e maiores concentragdes de compostos nitrogenados durante inverno e
primavera no plasma seminal de ambas as espécies. J&4 Gebauer et al. (1976)
relataram a ocorréncia de diferengas sazonais nas concentracdes de proteinas
totais, carboidratos totais e acido latico do plasma seminal de garanhdes. Em
relagdo a concentracao de proteinas totais foram descritas influéncias sazonais
em carneiros (PEREZ-PE et al., 2001; CARDOZO et al., 2006), caprinos
(TRUDEAU; SANFORD, 1986; STRZEZEK, 2002) e garanhdes (JANETT et al.,
2003b). A concentracdo total de proteinas do plasma seminal se apresentou
duas vezes maior apds a estacdo de monta do que antes do inicio da mesma
(KOSINIAK; BITTMAR, 1981), embora Freitas (2010) ndo verificou diferenca
entre as concentragcdes médias de proteinas totais soluveis no plasma seminal

de garanhdes ao longo das quatro estagdes climaticas.
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2.3. Principios da Criopreservagao:

A congelabilidade do sémen de equinos varia individualmente e entre
ejaculados, sendo um dos fatores mais importantes na determinagao da taxa
de prenhez de éguas, quando o sémen congelado é utilizado (SAMPER;
MORRIS, 1998).

A criopreservacédo é um procedimento reconhecidamente deletério para
as células espermaticas por reduzir sua sobrevivéncia e, por consequéncia,
seu potencial fertilizante (YESTE et al., 2014). Essa reducédo na fertilidade
ocorre em fungdo do impacto do processo de congelamento/descongelamento
sobre a integridade da membrana plasmatica e de outros parametros
funcionais (WATSON, 2000). Danos moleculares resultantes do congelamento
de sémen tém sido estudados extensivamente (PENA et al., 2011). Embora
animais considerados “maus congeladores” apresentem motilidade e
integridade de membrana prejudicadas, existem outros fatores relevantes que
afetam a viabilidade espermatica no processo de congelamento, tais como
producdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS), redugdo da atividade
mitocondrial (ORTEGA et al.,, 2008), baixa estabilidade da cromatina
(BAUMBER et al., 2003a,b), permeabilidade de membrana, desorganizagao da
bicamada lipidica e concentracdes intracelulares de calcio demonstram
diferengas pré- e pos-descongelamento (WATSON, 2000; COOTER et al.,
2005; CHAVERIO et al., 2006; WONGTAWAN et al., 2006; YESTE et al.,
2014).

Para a realizagdo do processo de criopreservagao € imposto aos
espermatozoides o primeiro estresse térmico, decorrente da queda da

temperatura ambiente (20 °C) para a temperatura de 5 °C. Nesta faixa de
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temperatura, a membrana plasmatica passa por uma fase de transicdo do
estado liquido cristalino para o de gel, podendo ocorrer perda de movimentos
progressivos, alteragdes nas membranas plasmatica e acrossomal, sendo o
primeiro desafio para estas células (GRAHAM, 1996). Para que este efeito seja
minimizado, € necessario controlar a taxa de resfriamento entre as
temperaturas de 19 °C e 8 °C, pela adicdo de lipideos e lipoproteinas ao
diluente (GRAHAM, 1996), além do uso de curvas de resfriamento lentas (-0,05
°C/min). Deste modo, reduzem-se as alteragdes na motilidade espermatica, no
metabolismo, na membrana plasmatica e no acrossoma dos espermatozoides
(SQUIRES et al., 1999).

Quando a temperatura do meio atinge entre -5 a —10 °C comegam a se
formar cristais de gelo no meio extracelular que permanece resfriado (n&o
cristalizado), ocorre troca de agua para manter o equilibrio entre o meio extra-
e intracelular, ocasionando a desidratacdo das células (HOLT, 2000). Porém,
protegido pela membrana plasmatica, o meio intracelular ndo se congela
(MAZUR, 1984). Segundo o mesmo autor, o ponto de congelamento de uma
solucdo é determinado pela concentracdo de solutos que ela apresenta, de
modo que a agua do interior da célula flui por osmose para o meio externo e
também se congela. Os outros elementos do meio extracelular (sais, proteinas,
gorduras) permanecem na por¢ao nao congelada (AMANN; GRAHAM, 1993;
HOLT, 2000). Com a temperatura diminuindo, mais moléculas de agua se
cristalizam, resultando em uma concentragdo maior de solutos na fracado nao
congelada, que formarao os canais ndo congelados. O volume dos canais nado
congelados é importante, pois somente as células que estiverem contidas neles

irdo sobreviver a criopreservagao (AMMAN; PICKETT, 1987).
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Embora os cristais de gelo deformem a célula, eles ndo sao capazes de
romper a membrana plasmatica e as modificacbes causadas sao reversiveis
(AMANN; PICKET, 1987; JASKO, 1994). A perda de agua e a desidratagéo sao
eventos desejaveis, pois reduzem a probabilidade de se formarem grandes
cristais de gelo dentro da célula, o que causariam danos as estruturas internas
e/ou da membrana plasmatica (SQUIRES et al., 1999).

O sucesso da criopreservacao depende da interacédo de fatores como o
crioprotetor utilizado, tipo de diluidor, curva de resfriamento e descongelamento
e tipo de envase (COOTER et al., 2005; ANDRABI, 2007; CLULOW et al.,
2008). Para que o congelamento seja considerado satisfatorio, o
espermatozoide deve manter sua capacidade fertilizante apdés o
descongelamento e, para tanto, deve ser capaz de manter a habilidade de
produzir energia via metabolismo, manter a configuragdo normal, integridade
da membrana plasmatica, motilidade, bem como a integridade acrossomal. O
maior risco para a manutencado desses atributos é a formacao de cristais de
gelo e o movimento de agua resultante do gradiente osmaético gerado durante o
processo de criopreservagao (LEMMA, 2011).

A criopresenrvagdo de sémem de garanhdes ja se mostrou como
poderosa ferramenta nos processos de selecdo de progénies e visando a
produtividade em maior escala de animais de alto valor zootécnico. Entretanto,
estudos sao necessarios para melhor entender as respostas individuais dos
animais aos diversos fatores que influenciam na congelabilidade do sémen. Os
garanhdes sdo reprodutores com padrdo de congelabilidade do sémen

diferente daqueles apresentados por bovinos, bubalinos, caprinos e ovinos, que
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sdao o0s mais estudados. Faz-se assim necessario maior empenho para

entender os eventos envolvidos na criopreservacdo com estudos moleculares.
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3. CAPITULO1

BIOQUIMICA DO PLASMA SEMINAL DE GARANHOES DA RAGA
MANGALARGA MARCHADOR E SUA RELAGAO COM A
CRIOPRESERVAGAO

RESUMO: O presente estudo avaliou os constituintes bioquimicos do
plasma seminal de garanhdes da ragca Mangalarga Marchador e sua correlagao
com a criopreservagao do sémen. Foram utilizados seis garanhdes higidos da
raca Mangalarga Marchador, com idades entre quatro e 15 anos e peso entre
400 e 500 kg. As colheitas foram realizadas no periodo de junho a agosto de
2013, totalizando 77 amostras. Apds a colheita seminal, foram retirados 3 mL
de sémen total para analise bioquimica de calcio, colesterol, glicose, magnésio,
fésforo, proteina total, potassio e sddio. As amostras seminais foram diluidas
na proporcao 1:1 (sémen/ diluente) e congeladas para realizagao dos testes: de
motilidade espermatica total, vigor espermatico, hiposmoético e supravital. Apos
o descongelamento os ejaculados de cada animal foram separados em grupos
de alta (>40 %) e baixa congelabilidade (<40 %). Nao foram observadas
diferengas nos parametros bioquimicos e seminais entre os animais (P>0,05),
porém foram observadas diferencas na concentracdo de colesterol e glicose
nos animais 1 e 3 (P<0,05) sendo de maior concentragao no grupo de animais
de baixa congelabilidade e correlagdo negativa do potassio com a motilidade
espermatica pds-descongelamento. Os constituintes bioquimicos do plasma
seminal ndo influenciam a célula espermatica com relacéo a congelabilidade e
nao sao eficazes como marcadores de congelabilidade do sémen na espécie

equina.

Palavras-chave: Composi¢cao bioquimica do sémen, congelamento, equino,

marcadores de congelabilidade.
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ABSTRACT

This study aimed evaluating the biochemical constituents of seminal plasma
and its correlation with the Mangalarga Marchador stallions cryopreservation
semen. Six healthy ageing four to 15 years old Mangalarga Marchador stallions
and weighing between 400 and 500 kg were used. The samples were collected
from June to August 2013, totalizing 77 samples. After semen collection, 3 mL
from total semen were removed in order to analyze calcium, cholesterol,
glucose, magnesium, phosphorus, total protein, sodium and potassium
biochemical tests. The semen samples were diluted on a 1:1 (semen/diluent)
and frozen for obtaining total sperm motility, sperm vigor, hyposmotic and
supravital tests. After thawing, ejaculate from each animal were divided into
high (> 40%) and poor (<40%) freezability groups. No differences in
biochemical and seminal parameters among animals (P>0.05) were observed,
but differences for glucose and cholesterol concentrations on animals 1 and 3
(P<0.05) were observed; being the highest concentration on the animals from
low freezability group and negative correlation between potassium and sperm
motility after freezing was reported. The biochemical seminal plasma
constituents did not affect sperm cell in respect to freezability, as well as, were

not effective on equine species as semen freezability markers.

Key words: Chemical composition of semen freezing, equine, freezability

markers.
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INTRODUGAO

Avaliando o efeito do plasma seminal sobre os espermatozoides, foi
demonstrado que, sob certas condigdes, determinados constituintes seminais
promovem aumento da resisténcia celular ao choque térmico, estabilizam a
membrana espermatica (AURICH et al., 1996) e contribuem para a
manutengdo da sobrevivéncia espermatica (MANN; LUTWAK-MANN, 1981).
Pesquisas demonstraram existir variagdes individuais quanto a resisténcia ao
congelamento e ao descongelamento (BARROS et al., 2013; COSTA et al.,
2014).

Muito tem sido estudado sobre a composicdo do plasma seminal
(BARRIER-BATTUT et al., 2013; NETO et al., 2013; SABATINI et al., 2014;
MORRELL et al. 2014; NEUHAUSER et al.,, 2015;) e como este pode
influenciar a fungdo espermatica e a estabilidade da membrana, visto que a
qualidade espermatica, em termos de motilidade espermatica e
reconhecimento do odcito serdo em grande parte dependente das
diferenciagdes pods-testiculares na estruturacao e viabilidade espermatica que
ocorrem durante o transito epididimario (GATTI et al., 2004). Porém, a funcgao
fisiolégica de muitas proteinas, lipidios e hormbnios que compdem o plasma
seminal e sua interagdo sobre a célula espermatica ainda nao esta totalmente
elucidada.

A fungado espermatica é altamente dependente do ambiente ibnico. A
composicao idnica do plasma seminal varia entre as fragdes do ejaculado, e
também entre animais da mesma espécie, onde se cita o sddio, potassio, calcio

€ magnésio considerados os principais cations e o ion cloreto. No qual o sédio
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e 0 potassio se encontram em maior concentragdo e o calcio e magnésio em
menor quantidade (WITE, 1988).

O isolamento e a caracterizacdo dos componentes do plasma seminal
possibilitam a avaliacdo de sua influéncia sobre as células espermaticas. O
presente estudo teve por objetivo avaliar os constituintes bioquimicos do
plasma seminal de garanhdes da raca Mangalarga Marchador e sua relagao

com a criopreservagao do sémen.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento Experimental

Foram utilizados seis garanhbdes da raga Mangalarga Marchador dos
quais foram colhidos no minimo sete ejaculados por animal. A cada ejaculado
foram retirados tréplicas de 3 mL de plasma seminal para analise dos
constituintes bioquimicos do plasma seminal (calcio; colesterol; glicose;
magnésio; fésforo; proteina total; potassio e sédio), em seguida foram realizadas
as anadlises de motilidade total, vigor espermatico, avaliacédo da funcionalidade
da membrana plasmatica (HOST) e teste supravital. As amostras foram
congeladas e descongeladas para a realizagcdo dos mesmos testes pos-
descongelamento. Com intuito de avaliar as diferencas entre os animais e entre
0s ejaculados do mesmo animal, no presente estudo, os ejaculados de cada
animal estudado foram separados apds seu descongelamento, em alta
congelabilidade (motilidade espermatica pds- descongelamento > 40 %) e

ejaculados com baixa congelabilidade (motilidade espermatica pos-
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descongelamento < 40 %). Projeto aprovado pela comissao de ética, processo

n° 103/2013 no dia 18/02/2014

Localizagao Geografica

O experimento foi realizado no Setor de Equideocultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, Haras Recreio
e Haras Barreiro no municipio de Vigosa em Minas Gerais, Brasil com altitude
de 649 m e tendo como coordenadas geograficas o paralelo de 20°45°14"",
latitude Sul, e o meridiano de 42°52°54°", longitude Oeste. O clima é

considerado tipo tropical de altitude com chuvas durante o verao.

Instalag6es e Manejo dos Animais

Foram utilizados seis garanhdes da raga Mangalarga Marchador higidos
com idades entre quatro e 15 anos pesando entre 400 e 500 kg. Durante todo o
periodo experimental, os animais permaneceram alojados em baias individuais
(16 a 25 m?) com piquetes externos individuais (225 m?) de capim Coast cross
(cynodon-dactylon (L.) e Tifton (Cynodon spp.). A suplementagao alimentar foi
oferecida duas vezes ao dia, composta de ragcdo concentrada, segundo
recomendagdes do National Research Council (2007), constituida por: 130 g/kg
de Proteina bruta, 90 g/kg estrato etéreo, 100 g/kg de fibra bruta (com ingestao
de aproximadamente 1 % do peso vivo), capim elefante (Pennisetum
purpureum cv Cameroon) com cana (Saccharum officinarum) picada (3,5 % + 1
% do peso vivo, respectivamente), sal mineral e agua ad libitum. O controle
parasitoldgico foi realizado de acordo com o manejo do Haras. Antes do inicio
do experimento, foi realizado o exame androlégico dos animais, sendo

considerados aptos a reprodugao, de acordo com os padrdoes preconizados
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pelo Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal para a espécie equina (CBRA,
2013).

As colheitas foram realizadas no periodo de junho a agosto de 2013. Ao
iniciar o estudo, cada reprodutor teve sua reserva espermatica extra-gonadica
esgotada por meio de colheitas diarias por cinco dias consecutivos, seguidos

por dois dias de descanso sexual (STICH et al., 2002).

Colheita de Sémen:

As colheitas foram realizadas em dias alternados, utilizando fémeas com
cio induzido por 20 mg Cipionato de estradiol (Pfizer®), devidamente contida,
para protecdo dos garanhdes, fazendo uso de vagina artificial modelo Botucatu
(Botupharma®) previamente preparada com agua a 45 °C. De cada reprodutor
foram obtidos no minimo sete ejaculados para analise dos dados. O ejaculado
foi coletado em saco plastico dentro de um copo coletor, sob o abrigo de luz e
das variagbes de temperatura. Apos a colheita, a fracdo gelatinosa do
ejaculado foi retirada por filtracdo e a avaliagdo imediata foi realizada
considerando o aspecto, coloragao, volume, concentragdo, motilidade total e
vigor espermatico. O volume foi aferido em proveta graduada de 250 mL,
previamente aquecida a 37 °C. A motilidade espermatica total (0 a 100 %) e o
vigor espermatico (0 - 5) foram observados em microscépio Optico, com
aumento de 200 x, utilizando-se 20 pyL de sémen disposto entre lamina e
laminula pré-aquecidas a 37 °C. Uma aliquota de 50 yL de sémen foi diluida
em 950 pL de agua destilada para determinagédo da concentragdo espermatica

em camara de Neubauer.
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Congelamento de Sémen:

ApoOs as avaliagbes imediatas, o sémen foi diluido com Botu-Semen
(Botupharma®) na propor¢ao 1:1 e transferido para tubos Falcon de 15 mL
para posterior centrifugacédo a 600 g por 15 minutos (SAMPAIQO, 2012).

Imediatamente apds a centrifugacéo, o sobrenadante foi retirado e a
concentracdo do pélete calculada em camara de Neubauer. Apds a
determinacao da concentragcdo espermatica, o pélete foi entdo ressuspendido e
homogeneizado com o diluente Botucrio (Botupharma®) para uma
concentracéo final de 50 milhdes de espermatozoides / mL (CLULOW et al.,
2008). As amostras foram envasadas em 10 palhetas francesas de 0,5 mL,
devidamente identificadas, e entdo, refrigeradas a 5 °C por 20 minutos,
conforme Sampaio (2012). ApoOs este periodo, as palhetas foram
acondicionadas em vapor de nitrogénio, a 5 cm do nivel da lamina de
nitrogénio liquido, por 15 minutos (LORENZONI, 2010) e posteriormente
submersas em nitrogénio liquido, raqueadas e armazenadas em botijao

criogénico.

Descongelamento do Sémen:

As palhetas foram descongeladas a 37 °C por 30 segundos
(LORENZONI, 2010) para analises posteriores (motilidade espermatica total,
vigor espermatico, teste hiposmoético (HOST) e teste supravital (vivos e

mortos).



Avaliagcao da funcionalidade da membrana plasmatica por meio do
teste hiposmético (HOST)

As amostras foram avaliadas quanto a integridade funcional da
membrana espermatica por meio do teste hiposmoético, seguindo metodologia
descrita por Alves et al. (2005). Uma aliquota de 100 pL de sémen foi
adicionado em 800 pL de agua destilada pré-aquecida a 37 °C, a qual
permaneceu incubada por 15 minutos, e posteriormente fixada com 0,5 mL de
formol salina tamponada. Por meio de preparagao umida foram contadas 200
células em microscopia optica com contraste de fase, em aumento de 1.000 x.
Foram considerados estruturalmente normais aqueles espermatozoides que
durante a incubacédo sofreram dobramento da cauda e os que ndo sofreram
dobramento foram considerados com membrana afuncional, ndo foram

descontados os dobramentos de cauda oriundos das analises morfologicas.

Teste Supravital

A andlise da integridade estrutural de membrana plasmatica foi realizada
pela coloragdo supravital utilizando os corantes eosina e negrosina, a 1 e 5 %,
respectivamente (SWANSON; BEARDEN, 1951). Amostras de 10 uL de sémen
foram homogeinizadas com 10 pyL da solugdo corante em placa aquecedora.
Realizou-se um esfregaco e na leitura foram contadas 100 células que foram
classificadas como viaveis aquelas que ndo se coraram (vivas) e nao viaveis

aquelas que apresentarem o nucleo corado em vermelho (mortas).
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Determinagao dos componentes Bioquimicos do Plasma Seminal:

Ap0s a filtragem para remogao do gel foram retiradas aliquotas de 3 mL
de sémen total de cada ejaculado, totalizando 77 amostras de plasma seminal,
as quais foram rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e acondicionadas
em freezer a -20 °C. Antes das analises, as amostras foram descongeladas em
temperatura ambiente e centrifugadas a 700 g por 20 minutos para remogao do
plasma seminal, caso o sobrenadante permanecesse turvo, o procedimento
fora repetido até a clarificacdo do sobrenadante, para cada analise foram
utilizados 300 pyL de plasma seminal. As analises foram realizadas no
Laboratério de Analises Clinicas no Departamento de Medicina Veterinaria —
UFV.

Nas amostras de plasma seminal foram avaliadas as concentragdes de
calcio (Ca), colesterol (Col), glicose (Gli), magnésio (Mg), fosforo (P), proteinas
totais (Pt), potassio (K) e sodio (Na). Foi utilizado Fotdbmetro de Chama para as
analise do sddio e potassio e para todas as outras analises foram utilizados kits
da InVitro Diagnéstica em aparelho de automagdo HumaStar300, seguindo as

metodologias descritas na Tabela 1.
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Tabela 1- Métodos empregados para a analise bioquimica do plasma seminal

de garanhbes

Analise Método Referéncia

Bioquimica

Calcio total O-cresolftaleina- Gitelman, 1967.
complexona (CFC)

Magnésio Azul de Xilidila Mann; Yoe, 1956.

Glicose GPO-PAP Barham; Trinder, 1972.

Fosforo Fosfomolibdato UV Daly; Ertingshausen, 1972.

Saédio Fotometria de chama Korzun; Miller, 1987.

Potassio Fotometria de chama Korzun; Miller, 1987.

Colesterol Enzimatico- Schettler; Nussel, 1975.
colorimétrico com LCF

Proteina Biureto Meulemans, 1960.

Andlise Estatistica:

Para avaliagdo dos dados foi empregado o programa estatistico SAEG-
9.1 (SAEG-UFV, 2007). Para todas as caracteristicas quantitativas, os dados
foram submetidos aos testes de Lilliefors e Barttlet e Cochran para verificar a
normalidade dos dados e a homocedacidade das variaveis, respectivamente, e
posteriormente submetidas a ANOVA, e a significancia avaliada pelo teste F.
Os dados que nao atenderam as premissas da ANOVA foram analisados pela
analise ndo parametrica e as médias testadas pelo teste de Wilcoxon. Para as
analises adotou-se a significanca e 5 % de probabilidade de erro.

Para avaliar a correlagdo entre a motilidade espermatica total do semen
descongelado e os constituintes bioquimicos, foi feito o teste de correlagéo

Simples de Pearson com 5 % de significancia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A motilidade espermatica total diferiu entre os ejaculados de alta e baixa
congelabilidade (P<0,05; Tabela 2) no tempo 0 pds- descongelamento,
diferengca esta ja esperada, visto que este foi o critério adotado para a
separagao das amostras. Estudos avaliando os parametros seminais pos-
descongelamento, demonstram existir diferengas entre ragas, entre individuos
e entre ejaculados do mesmo individuo quanto a sobrevivéncia espermatica ao
processo de criopreservacao (RESENDE, et al.,, 2013; COSTA et al., 2014).
Segundo Alvarenga et al. (1996) existe um fator racial relacionado a
resisténcia do sémen ao processo de criopreservagdao, onde as ragas
Mangalarga Marchador e Mangalarga Paulista apresentam os piores indices de
congelabilidade, quando comparadas com as ragas de hipismo (Hannoveriana,
Holstein e Trackenner) e Quarto-de-Milha, que apresentam sémen com bons
padroes de motilidade espermatica pds-descongelamento. Estes mesmos
autores, estimam que apenas 30 a 40 % dos garanhbes das ragas
mencionadas produzam sémen adequado para a criopreservagao
(ALVARENGA et al.,, 2005). Um dos fatores relacionados a resisténcia ao
processo de criopreservacao € a composicao da membrana plasmatica dos
espermatozoides, que esta diretamente relacionada com a sua fluidez e
integridade (ALVARENGA et al., 2014). Segundo Hartwig et al. (2013) um dos
motivos para essa situagdo sao os critérios de selecdo utilizados, os quais
levam em consideracdo principalmente a genealogia e o desempenho em
competicdes, deixando em segundo plano os paradmetros de fertilidade.
Medeiros (2007) observaram a partir de dados de fertilidade, que existe

diferengca entre individuos em relagdo a resisténcia osmotica dos
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espermatozoides frente aos crioprotetores, fato este evidenciado
principalmente na raca Mangalarga Marchador.

Em relagdo ao calcio, nos animais 1, 2, 3 e 7 foram observados valores
inferiores, mas n&o significativos nos ejaculados com baixa congelabilidade em
relacdo aos de alta congelabilidade (Tabela 3), a média total dos garanhdes do
presente estudo foi de 4,3 mg/dL (Tabela 4), porém ndo foram observadas
diferengas na concentragcdo deste ion entre os animais (P>0,05). Zahn (2006)
em estudo avaliando diferentes constituintes bioquimicos utilizando método de
bioquimica seca (Vitros-Johnson) no plasma seminal de garanhdes de
diferentes ragas, observou valores de calcio para alta congelabilidade de 10,36
mg/dL e para baixa congelabilidade de 10,31 mg/dL, n&o diferindo entre os
grupos estudados, porém os valores foram superiores aos obtidos no presente
estudo. Da mesma forma, Ewing e Chang (1986); Wite (1988) e Setchel (1993)
determinaram que a concentragéo de calcio no plasma seminal de garanhdes é
de 26 mg/dL, sendo muito superiores ao presente estudo. Segundo Wong et al.
(2001), o célcio € um elemento essencial, sendo um regulador crucial para
muitos processos fisiolégicos em todas as células vivas, incluindo os
espermatozoides. Este cation pode ser encontrado no plasma seminal ou no
interior dos espermatozoides, na forma ionizada ou ligado a substancias como
o acido citrico ou proteinas (MANN; L-MANN, 1981). Dentre as fungdes mais
importantes do caélcio, destacam-se o seu envolvimento com a motilidade
espermatica (pela hiperativagdo celular) e na capacitagcdo espermatica (pelo
influxo de Calcio).

Apesar de diversos estudos acerca das funcbes do calcio, a relacao

entre o calcio e os parametros seminais ainda é controversa. Abdel-Rahman et
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al. (2000) observaram que altas concentragdes de calcio seminal promoveram
reducdo na dos espermatozoides, pois afetam o metabolismo da célula, ja
Wong et al. (2001) ndo constataram nenhuma associagao benéfica ou adversa
entre o calcio e a motilidade espermatica.

Em relacdo ao colesterol, foi observado diferenga (P<0,05) entre a alta e
a baixa congelabilidades nos animais 1 e 3, onde foi verificado maiores valores
deste componente nos ejaculados de baixa congelabilidade (P<0,05; Tabela 3).
A média total dos garanhdes foi de 5,5 mg/dL (Tabela 4). O valor observado foi
menor do que o descrito por Zahn (2006) que obteve médias de 9,71 mg/dL
para alta congelabilidade e 10,86 mg/dL para baixa congelabilidade. Segundo
Cross (1998), em garanhdes o colesterol € o principal esterdide encontrado no
sémen, originado principalmente dos epididimos. Apresenta-se em maiores
concentracdes no plasma seminal do que nos espermatozoides, sendo o fator
que mais varia em quantidade quando comparado a outras espécies, entre
animais da mesma espécie e entre ejaculados do mesmo animal. Segundo o
autor, a perda de colesterol afeta diretamente a bicamada lipidica da
membrana espermatica. O colesterol esta ainda envolvido com a integridade da
membrana e na inibicdo da capacitacao espermatica, além de estar associado
a infertilidade em humanos quando em altas concentracoes.

Acredita-se que a maior parte do colesterol presente nos
espermatozoides seja proveniente do ambiente (CROSS, 1998). Para
Yanagimachi (1994) as diferencas na quantidade de colesterol na membrana
plasmatica podem n&o estar apenas relacionadas com indices de capacitagao,
mas também podem afetar a fertilidade e a capacidade do ejaculado de um

garanhdo em suportar o resfriamento e congelamento.
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A proporgao colesterol:fosfolipidio na membrana plasmatica na espécie
equina é de 0,36 (DARIN-BENNETT; WHITE, 1977; CROSS, 1998), um valor
intermediario quando comparado com valores de varrbes (0,26) (AMANN;
PICKETT, 1987) e touros (0,51-0,53) (PARKS; GRAHAM, 1992). Varias
pesquisas estdo sendo realizadas no intuito de elucidar de que forma este
esteroide esta envolvido com a fungao espermatica (HARWTING et al.,2013)

A ocorréncia das diferengas (P<0,05; Tabela 3) na concentragdo de
colesterol dos garanhdes 1 e 3, associada as diferengas (P<0,05; Tabela 2)
visualizadas no teste supravital no tempo 0 no animal 1 e no supravital pré
diluicdo no animal 3, nos quais foram visto uma diminuigdo na integridade das
membranas na baixa congelabilidade, sugerem que o aumento de colesterol
pode nao ter sido benéfico aos espermatozoides, porém mais estudos
avaliando a interacédo do colesterol do plasma seminal com a membrana dos
espermatozoides em animais da raga Mangalarga Marchador devem ser
realizados.

O plasma seminal é rico em agucares como frutose, glicose, manose,
galactose, arabinose, ribose, fucose, sorbitol, inositol, sendo a frutose o
principal agucar presente no plasma seminal de touros (EWING; CHANG,
1986) e carneiros (AMANN; GRAHAM, 1993). Ja, o plasma seminal de
garanhdes contém quantidades consideraveis de glicose e pouca frutose (0,82
e 0,02 mg/mL, respectivamente (AMANN; GRAHAM, 1993). Para Williams e
Ford (2001), os agucares tém sido relacionados com a fertilidade, pois servem
de substrato para produgédo de energia aos espermatozoides, além ter efeito
benéfico no processo de capacitagédo, na fertilidade do odcito (penetragdo da

zona pelucida), fusdo de membranas entre espermatozoides e odcito, no
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metabolismo e na motilidade dos espermatozoides (TRAVIS et al., 2001). No
presente estudo foi verificado diferenca (P<0,05; Tabela 3) nos garanhdes 4 e
6, no qual os ejaculados de baixa congelabilidade apresentaram valores
superiores para glicose. Zahn (2006), também observou as maiores
concentracdes de glicose para os animais de baixa congelabilidade (16 mg/dL)
em relacdo ao de alta congelabilidade (12,71 mg/dL), e no presente estudo a
média geral dos garanhdes foi de 10,0 mg/dL (Tabela 4). Resultado
contraditorio foi observado em relagdo ao vigor espermatico, no animal 4 foi
observado melhor vigor pré diluigdo no grupo de baixa congelabilidade, este
resultado pode estar associado a maior concentragcdo de glicose (P<0,05)
neste animal em baixa congelabilidade (vigor 3,4 e Gli 10,0 mg/dL), ja no
animal 6, o melhor vigor no tempo 0 foi observado na alta congelabilidade que
apresentaram baixa concentracéo de glicose (vigor 3 e 11 mg/dL glicose, vigor
2,2 e 15 mg/dL de glicose) respectivamente (Tabelas 2 e 3). No animal 6 as
concentracdes de glicose tanto em alta quanto em baixa congelabilidade (11,0
e 15,5 mg/dL) foram superiores as observadas no animal 4 (7,4 e 10,0 mg/dL).
Nao foram observadas diferengas (P>0,05) na concentragdo do cation
magnésio (Mg) e a média dos animais foi de 1,9 mg/dL (Tabela 4). Os
resultados obtidos ndo corroboraram com os revisados na literatura, Zahn
(2006) observou que os animais de alta congelabilidade apresentaram 11,66
mg/dL de Mg e os animais de baixa congelabilidade 12,53 mg/dL. De maneira
geral Ewing e Chang (1986); Wite (1988) e Setchel (1993) observaram que a
concentragdo de Mg no plasma seminal de garanhdes é de 9 mg/dL. Portanto,

valores bem superiores aos registrados no presente estudo.
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A grande variagdo de resultados observados na literatura pode estar
associada ao fato de que nos estudos foram utilizadas diferentes ragas de
garanhdes, ndo havendo uma padronizagdo racial dos animais, os autores
citados acima, nao fizeram nenhuma citacdo em relacdo a adicido de
suplementos alimentares, sazonalidade, ou quaisquer fatores que pudessem
justificar tais diferengas. Outro fator que pode provocar tais variacbes esta
relacionado com a técnica empregada e os kits utilizados para as analises da
composi¢ao bioquimica havendo também a necessidade de padronizagdo das
mesmas, visto que a grande maioria dos kits utilizados ndo sédo especificos
para analise do plasma seminalA média observada nos garanhdes para a
concentracédo de fosforo no plasma seminal foi de 4,4 mg/dL (Tabela 4). Nao
houve diferenga (P> 0,05) entre os ejaculados dos animais (Tabela 3), porém
Zahn (2006) observou diferenca nos animais de baixa congelabilidade de
sémen e mostrou correlagdo negativa entre os valores de motilidade total do
sémen congelado e o fésforo no plasma seminal (r= - 0,71).

As concentracdes de proteina total ndo apresentaram diferencas entre
0s grupos de alta e baixa congelabilidade, com 0,9 mg/dL de média total
(Tabela 4). Os valores obtidos estdo bem préximos aos observados na
literatura de 1 mg/dL (Ewing e Chang, 1986; Wite, 1988 e Setchel, 1993), e aos
valores de 1,21 mg/dL (animais de alta congelabilidade) e 1,27 mg/dL (animais
de baixa congelabilidade) registrados por Zahn (2006).

Em relacdo as concentragdes de sodio e potassio, ndao foram
observadas diferencas quanto as concentragcdes destes compostos no plasma
seminal (P>0,05), com valores médios de 109,7 e 14,8 mEq/,

respectivamente. Apenas o potassio correlacionou-se negativamente com a
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motilidade espermatica pds- descongelamento (Tabela 5), porém com valores
muito baixos ou nulos (r=-0,0060, P= -0,05).

Para Wales e White (1958; 1965) o excesso de potassio reduz a
motililidade dos espermatozoides. Segundo Dhami e Kodagali (1987) e Dhami
e Sahni (1993), as concentragdes de sodio e potassio foram diretamente
relacionados com a manutencdo da excitabilidade dos espermatozoides, pH
seminal 6timo e pressdao osmoética constante dentro e fora das células
espermaticas. O sdédio e o potassio sao considerados os principais eletrélitos
que influenciam a viabilidade espermatica. Nesse sentido, Dhami e Kodagali
(1987) preconizam que a determinacdo da concentragdo destes constituintes
pode ser usada para predizer a qualidade seminal, a congelabilidade e a
fertilidade de touros, ajudando a selecionar reprodutores para a inseminagao
artificial.

No homem, a alta concentragdo de potassio no orgao reprodutor
masculino foi correlacionado a falta de motilidade de espermatozoides obtidos
dos epididimos (BATTERSBY; CHANDLER, 1977). Para Crabo et al. (1976) o
potassio € captado pelos espermatozoides e utilizado em diversas reacdes
metabdlicas. Altas concentracdes desse ion tém sido implicadas no aumento
da taxa de reagao acrossomal em espermatozoides humano avaliados in vitro,
devido a estimulagdo do influxo de calcio (ROBLERO et al., 1988, KUMAR et
al., 2000). Além disso, meios diluentes contendo maiores concentragcdes de
cations, entre eles o potassio, elevam o pH intracelular espermatico
proporcionando aumento da motilidade espermatica  progressiva.
Contrariamente, quando o pH intracelular é baixo, a motilidade espermatica se

mantém por um tempo mais prolongado (JONES; BAVISTER, 2000).



No presente estudo os ejaculados de cada garanh&o foram divididos em
alta e baixa congelabidade, visando identificar possiveis fatores intrinsicos dos
animais que pudessem elucidar de alguma forma os problemas relacionados
ao processo de criopreservagao que refletem em baixas taxas de fertilidade
com uso de sémen congelado. As diferengas observadas neste estudo em
relagdo aos parametros seminais podem estar associadas a sazonalidade.
Segundo Geubauer et al. (1976), os cavalos sao reprodutores sazonais, e 0s
efeitos no plasma seminal parecem ser mais evidentes do que nas
caracteristicas espermaticas, entretanto Freitas (2010) observou diferengas em
relagdo ao volume e a motilidade espermatica em diferentes estacdes do ano,
no qual o outono apresentou os melhores parametros seminais apdés o
resfriamento de sémen na raga Mangalarga Marchador. No presente estudo foi
possivel observar que alteragbes nas concentragdes de colesterol no plasma
seminal (animais 1 e 3), podem ter influenciado na capacidade do ejaculado em
suportar o resfriamento e congelamento, evidenciado nas alteragdes da
motilidade espermatica e dos testes supravitais dos animais em questao. As
diferengcas sazonais s&o provavelmente causadas por alteracbes dos
esterbides sexuais dos garanhdes (HOFFMANN; LANDECK 1999). A
concentragéo de glicose no plasma seminal (animal 4 e 6) também influenciou
o0 vigor espermatico dos animais em questdo, sendo a principal fonte energética

dos espermatozoides de garanhdes.
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Tabela 2 — Valores médios e desvios-padrao dos parametros seminais de garanhdes da raca Mangalarga Machador

avaliados em analises de rotina e testes complementares de sémen pré e pds criopreservagao

Animal Congelabilidade Mot Pré dil Mot Pés dil Mot 0 Vigor Pre Vigor0 SV Pré Svo Host Pré Host0
Alta 75,7£7,92  80,0+3,22 50,0£15,32" 3,1+0,4" 3,5+0,42" 80,7+6,12 57,6+16,12 88,7+10,82 27,7+5,62
1 Baixa 75,5+7,22  76,5+9,42 22,0£10,6° 3,4+0,42 2,6+0,5° 80,1+6,32 41,1£17,2° 83,31%6,32 20,4+7,12
Média 75,617,3 77,877 33,5+18,8 3,3x0,4 3,0+0,6 80,9+6,1 47,9+18,2 8554+8,6 24,417,1
Alta 76,5+4,12  80,0+8,22 56,4+14,22 3,440,528  3,240,4% 87,0+5,32 62,6+14,12 91,8459 50,0+11,82
2 Baixa 75,7£7,92  77,58,22 25,7+7,9*  3,1+0,28  2,9+0,4® 86,9+4,58 40,0+7,6° 93,4+3,72 25,6154
Média 76,2157 79,118,0 44,4+19,4 3,3x0,4 3,1£0,4 86,9+4,8 53,8£16,3 92,4151 39,3+15,6
Alta 76,715,882  78,3+2,92 53,3+15,32 3,0+0,08  3,3+0,68 84,0+2,6@ 58,3+5,02 83,3+6,52 42,7+23,02
3 Baixa 60,0+10,52 69,2+9,72 25,7+7,9*  3,1+0,28 2,940,228 77,7+6,5° 52,1+5,02 84,6+10,92 37,0+0,0°
Média 65,6+£12,1  72,2+9,1 34,0£16,5 3,110,2 3,004 79,846,2 54,0£13,1 84,1+9,5 41,2+19,0
Alta 65,0+21,22  74,0+13,42 50,0£10,02 2,8+0,42 3,240,328 84,2+5,32 65,048,9° 91,8+2,02 41,848,92
4 Baixa 67,5+15,02  77,5+9,6° 26,5+11,1° 3,4+0,5° 2,6+1,12 87,0+4,28 56,5+14,7° 91,245,082  44,7+18,82
Média 66,1£17,6  75,6+11,3 39,4+15,9  3,1+0,5 29+0,8 854+4,8 61,2+11,9 91,634  42,9+12,1
Alta 75,0+0,08  72,5+3,52 40,0+00="  3,0+0,0" 3,0+0,02" 88,0+8,5%" 41,5+4,92 94,0+7,12  19,0+0,02
6 Baixa 70,0+14,12  62,5+3,5° 20,0+00¢ 3,0£0,02  2,2+0,3> 91,0+2,82 48,0+2,82 81,5+12,0° 56,0+12,72
Média 72,548,7 67,516,4 30,0£11,5  3,040,0 2,6£0,5 89,5454 44,715,0 87,7£10,8 43,7+23,2
Alta 77,5£3,52  75,017,12 40,0+0,02  3,0+0,0®  3,5+0,0" 93,0+1,42 46,0£11,32 955+2,12 34,5+16,32
7 Baixa 71,742,982 70,0+0,0° 16,7+5,8®  3,0£0,02  3,0+0,0° 91,7+5,02 29,0+7,82 91,5+0,72 61,0+0,02
Média 74,0+4,2 72,0+4.5 26.0+13,4 3,0+0,0 3,240,3 92,2+3,7 35,8+12,2 935426  43,3t19,1

ab Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p>0,005) pelo teste F ou * Wilcoxon. Mot Pré dil: motilidade pré diluigdo; Mot Pos dil:
motilidade poés diluicdo; Mot 0: motilidade tempo 0 do sémen descongelado; Vigor Pré dil: vigor pré diluigdo; Vigor 0: vigor no tempo 0 do sémen descongelado; SV Pré:
supravital pré diluigdo; SV 0: supravital no tempo 0 do sémen descongelado; Host Pré: host pré diluigdo; host 0: host no tempo 0 do sémen descongelado.
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Tabela 3— Valores médios e desvios-padrao dos parametros bioquimicos de calcio (Ca), colesterol (Col), glicose (Gli),

magnésio (Mg), fosforo (P), proteinas totais (PT), potassio (K) e sédio (Na) em relagdo a congelabilidade do ejaculado de

garanhdes da raga Mangalarga Marchador

Animal Congelabilidade Ca (mg/dL) Col (mg/dL) Gli (mg/dL) Mg (mg/dL) P (mg/dL) PT (g/dL) K (mEq/L) Na (mEgq/L)
Alta 30:082 51200 7,4%312 1,902  4,3%0,72 1,0£0,5° 17,1+1,0° 112,4+4,8°

1 Baixa 2,7+0,7° 83+322  97+21%  18+06°  4,8:09° 1,3:06° 17,6+1,42 108,1%13,3
Média 2,8+0,7  6,9+3,1 87428  19+01  4,6:09 1,2:05 17,412 110,010,
Alta 54125 6,4+29°  11,2+35° 1,808  7,1%10,0° 0,8+0,3% 15,3+3,4a 109,8+11,52

2  Baixa 4,8+2,6° 4,9:+25°  11,1:3,88 1,7+0,9°  3,84#1,0° 0,6:0,3° 159+1,5% 114,4+7,0°
Média 51+25  58t28  11.2#35 1,8:09  58t77 07+03 15627 111,799
Alta 53+2,6° 2,3:t0,6>  9,3¥2,1% 23012  3,4+0,9° 0,5:0,6° 158+3,5° 129,7+14,6°

3  Baixa 4,9+1,82  54+17°  12,0+3,8% 22+0,8° 3,841,020 0,7:0,5a 12,9+3,6% 100,4+32,6°
Média 50£1,9  45+21  112+35 22+1,0  3,6:09 0603 137+37 109,2+30,9
Alta 2,9+0,9° 54415  7,4%1,5° 20012  53+1,6 0,8:0,1° 13,2+3,6 100,2¢19,6°

4 Baixa 4,3t0,92  7,5¢23°  10,01,12 200,12  4,3+2,0°* 1,0£0,2° 11,5+2,9% 93,2+20,1
Média 35¢1,1  63+21  861,9 2,001  4,8+1,8* 090,22 125+32 97,1+18,9
Alta 3,10,12  7,0¢1,4°  11,0¢1,4° 1,7+04° 534072 16042 150142 116,0+15,6°

6 Baixa 8,0+372  7,0t57°  155+3,5° 1,903  4,1+19° 15+012 13,6+1,9% 97,5¢36,1°
Média 56436  7,0:34  132+34 1,8:03  47+13 1,6:02 143t1,6 106,7+25,1
Alta 341022 50+14°  7,5+0,78 1,902  4,74¢0,1% 0,6+0,5° 14,8+2,3a 117,0+9,9°

7  Baixa 3,2+0,5°  4,0+¢3,0°  6,7#0,6° 2,002  3,3+1,32 0,5¢0,3% 17,7+0,72 129,0+4,4°
Média 3,3t04  44+23  7,0+0,7 2,001  3,9¥1,2 0603 16,5:2,0 124,2+838

ab Medias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p>0,005) pelo teste F ou * Wilcoxon

Magnésio; P: Fésforo; PT: Proteina total; K: Potassio; Na: Sédio.

. Ca: Célcio; Col: Colesterol; Gli: Glicose; Mg:
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Tabela 4 — Valores médios e erro-padrao de calcio (Ca), colesterol (Col), glicose (Gli), magnésio (Mg), fésforo (P), proteinas

totais (PT), potassio (K) e sédio (Na) no plasma seminal de garanhdes da raga Mangalarga Machador

Garanhoes

Variaveis Bioquimicas 1 2 3 4 6 7 Média Total
Ca (mg/dL) 2,88+0,19 4,97+0,56 5,25+0,68  3,71+0,33  5,93%1,36 3,31+0,19 4,3

Col (mg/dL) 6,83+0,69 5,45+0,60 4,54+0,73  6,180,61 5,57+1,23 4,13+0,69 55

Gli (mg/dL) 8,56+0,62  10,25+0,89 11,54+1,08 9,184+0,85 13,71+2,32  6,88+0,52 10,0

Mg (mg/dL) 1,87+0,1 1,79+0,08 2,17+0,22  1,99+0,13 1,84+0,3 1,99+0,18 1,9

P (mg/dL) 4,80+0,31 5,41+1,60 3,47+0,25 4,75+0,48 4,11+0,49 3,60+0,38 4.4

Pt (mg/dL) 1,13+0,12 0,68+0,07 0,64+0,09 0,86+0,05 1,34+0,21 0,59+0,10 0,9

K (mEg/L) 17,47+0,27 15,18t0,61 13,32+0,93 12,93+0,93 13,57+0,62 16,38+0,66 14,8

Na (mEqg/L) 111,1742,48 111,10+2,47 107,31+7,56 99,18+5,38 104,57+8,85 125,00+3,64 109,7

Valores médios e erro padrao dos parametros bioquimicos Ca: Calcio; Col: Colesterol; Gli: Glicose; Mg: Magnésio; P: Fdsforo; PT: Proteina total; K: Potassio; Na:
Sadio.
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CONCLUSOES

Os constituintes bioquimicos do plasma seminal ndo influenciam as células
espermaticas com relagao a congelabilidade, sugerindo que os mesmos nao se

mostram eficazes como marcadores de congelabilidade na espécie equina.

69



REFERENCIAS

ABDEL-RAHMAN, H. A.; EL-BELELY, M. S.; AL-QUARAWI, A. A.; EL-MOUGY,
S. A. The relationship between semen quality and mineral composition of
semen in various ram breeds. Small Ruminant Research, v. 38, p. 45-49,
2000.

ALVARENGA, M. A.; NETO, C. R.; PAPA, F. O. Estratégias para melhorar a
qualidade e fertilidade do sémen de reprodutores equinos. Sperma, v. 4, n. 2,
p. 172-178, 2014.

ALVARENGA, M. A.; PAPA, F. O.; LANDIM-ALVARENGA, F. C.; MEDEIROS,
A. S. L. Amides as cryoprotectants for freezing stallion semen: a review.
Animal Reproduction Science, v. 89, p.105-113, 2005.

ALVARENGA, M. A.; PAPA, F. O.; BURATINI JUNIOR, J. The effect of breed
and spermatic parameters over equine semen freezability. In: Symposium on
Stallion Semen, 1996, Amersfoort. Proceedings... Amesterfoort, SSS, p. 82,
1996.

ALVES, S. G. G.; RIBEIRO FILHO, A. L.; SNOECK, P. P. N.; CHALHOUB, M.;
BITTENCOURT, R. F.; PORTELA, A. P. M.; ALMEIDA, A. K; MELO, M. |. V,;
HENRY, M. Efeito da solugdo, da fixacdo em formol-salina e do tempo de
incubacdo sobre os resultados do teste hiposmético para sémen equino
congelado. Ciéncia Animal Brasileira, v. 6, p. 219-225, 2005.

AMANN, R.P.; GRAHAM, J.K. Spermatozoal function. In: McKINNON, A.O;
VOSS, J.L. Equine reproduction. Philadelphia: Saunders, p. 715-745, 1993

AMANN, R. P.; PICKETT, B. W. Principles of cryopreservation of stallion
spermatozoa. Equine Veterinary Science, v. 7; p. 145-73, 1987.

AURICH, J. E.; KUHNE, A.; HOPPE, H.; AURICH, C. Seminal plasma affects
membrane integrity and motility of equine spermatozoa after cryopreservation.
Theriogenology, v. 46, p. 791-797, 1996.

BARHAM, D., TRINDER, P. An improved color reagent for the determination of
blood glucose by the oxidase system. Analyst (Lond) v. 97, p. 142—-145, 1972.

BARRIER-BATTUT, I.; BONNET, C.; GIRAUDO, A.; DUBOIS, C.; CAILLAUD,
M.; VIDAMENT, M. Removal of Seminal Plasma Enhances Membrane Stability
on Fresh and Cooled Stallion Spermatozoa. Reproduction Domestical
Animal, v. 48, p. 64-71, 2013.

BARROS, L. O; SILVA, S. V.; ALMEIDA, F. C.; SILVA, E. C. B.; GUERRA, M.
M. P.; CARNEIRO, G. F. Efeito da adigdo de glutationa peroxidase e cisteina
ao diluidor de congelagdo do sémen equino. Arquivo brasileiro de medicina
veterinaria e zootecnia. v. 65, n. 2, p. 430-438, 2013.

70



BATTERSBY, S., CHANDLER, J.A. Correlation between elemental composition
and motility of human spermatozoa. Fertility Sterility, v. 28, n. 5, p. 557-61,
1977.

CLULOW, J. R.; MANSFIELD, L.J.; MORRIS,L. H. A.; EVANS, G;
MAXWELL,W. M. C. A comparison between freezing methods for the
cryopreservation of stallion spermatozoa, Animal Reproduction Science, v.
108, p. 298-308, 2008.

COLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL — CBRA Manual para
Exame Androlégico e Avaliagdo de Sémen Animal. 3% ed. Belo Horizonte.
2013. 104p.

COSTA, D. N. M,; SILVA, D. A. M.; BOAKARI, Y. L.; FERREIRA, S. B;
BRANCO, M. A. C.; SOUZA, J. A. T. Eficiéncia dos diluidores tris e botu-crio®
sobre os parametros seminais de garanhdes das ragas quarto de milha e
mangalarga marchador. Ciencia Animal Brasileira. v. 15, n. 3, p. 322-329,
2014.

CRABO, B.G., ZIMMERMAN, K. J., MOORE, R., THORNBURGH, F. H.
Movements of sodium and potassium into ejaculateds boar spermatozoa

suspended in seminal plasma and a biological salt solution. Biochimica et
Biophysica Acta, v. 444, n. 3, p. 875-85, 1976.

CROSS, N. L. Role of cholesterol in sperm capacitation. Biology of
Reproduction, v. 59, p. 7-11, 1998.

DALY, J. A.; ERTINGSHAUSEN, G. Direct method for determining inorganic
phosphate in serum with the ‘CentrifiChem’. Clinical Chemistry, v. 18, p. 263—
265, 1972.

DARIN-BENNETT, A.; WHITE, I. G. Influence of the cholesterol content of
mammalian spermatozoa on susceptibility to cold-shock. Cryobiology, v. 14, n.
4, p. 466-470, 1977.

DHAMI, A. J.; SAHNI, K. L. Comparative assement of certaim biochemical and
mineral constituents of seminal plasma and their interrelationships in ox and
buffalo bulls. Liar, v. 14, n. 2, p. 98-100, 1993.

DHAMI, A. J.; KODAGALI, S. B. Correlation between biochemical and
enzymatic constituents of semen of Surti buffalo bulls. Indian Journal of
Animal Science, v. 57, n. 12, p. 1283-1286, 1987.

DOTY, A.; BUHI, W. C.; BENSON, S.; SCOGGIN, K. E.; POZOR, M;
MACPHERSON, M., MUTZ, M.; TROEDSSON, M. H. T. Equine CRISP3
modulates interaction between spermatozoa and polymorphonuclear
neutrophils. Biology of reproduction, v. 85, n. 1, p. 157-164, 2011.

71



EWING, L. L.; CHANG, T. S. K. Physiology of male reproduction. In: WALSH,
P. c., GITIES, R. F., PERLMUTIER, A. O. et al. CampbeU's urology.
Philadelphia:W. B. Saunders, p. 200-74, 1986.

FREITAS, B.; W. PARAMETROS FISIOLOGICOS E SEMINAIS DE
GARANHOES DA RAGCA MANGALARGA MARCHADOR NA REGIAO DA
ZONA DA MATA MINEIRA NO DECORRER DAS ESTAGOES CLIMATICAS.
92 p. Dissertacao (Mestrado). Universidade Federal de Vigosa, UFV, Vigosa,
Minas Geraias, 2010.

GATTI, J-L.; CASTELLA, S.; DACHEUX, F.; ECROYD, H.; METAYER, S,
THIMON, V.; DACHEUX, J-L. Post-testicular sperm environment and fertility.
Animal Reproduction Science, v. 82-83, p. 321-339, 2004.

GEBAUER, M.R.; PICKETT, B.W.; FAULKNER, L.C.; REMMENGA, E.E.;
BERNDTSON, W.E. Reproductive physiology of the stallion. VII. Chemical
characteristics of seminal plasma and spermatozoa. Journal of Animal
Science. v. 43, p. 626-632, 1976.

GITELMAN, H.J. An improved automatic procedure for the determination of
calcium in biologic specimens. Analytical Biochemistry, v. 18, p. 521-31,
1967.

HARTWIG, F.P., LISBOA, F.P., MONTEIRO, G.A., MAZIERO, R.R., FREITAS-
DELL AQUA, C.P., ALVARENGA, M.A., PAPA, F.O., AND DELL AQUA, J.A.
JR. Use of cholesterol-loaded cyclodextrin: an alternative for bad cooler
stallions. Theriogenology, v. 81, n. 2, p. 340-346, 2013.

HOFFMANN, B.; LANDECK, A. Testicular endocrine function, seasonality and
semen quality of the stallion. Animal Reproduction Science. v. 57, p. 89-98,
1999.

JONES, J.M., BAVISTER, B.D. Acidification of intracellular pH in bovine
spermatozoa supresses motility and extends viable life. Journal Andrology, v.
21,n. 5, p. 616-24, 2000.

KORZUN, W.J., MILLER, W.G. Sodium and potassium. In: PESCE, A.J.,
KAPLAN, L.A. Methods in clinical chemistry. Saint Louis : Mosby, 1987. p
.86-91.

KUMAR, S., YING, Y. K., HONG, P., MADDAIAH, V. T. Potassium increases
intracellular calcium simulating progesterone action in human sperm. Archives
of andrology v.44, n.2, p.93-101, 2000.

LORENZONI, S.L.G. Criopreservacao de sémen equino envasado em
criotubo. 2010. 68 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) -
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, 2010.

MANN, C.K., YOE, J.H., Analytical Chemistry, v. 28, p. 202-205, 1956.
72



MANN, T.; LUTWAK-MANN, C. Storage of semen for artificial insemination. In:
MANN, T.; LUTWAK-MANN,C., Male reproduction and semen. New York,
Springer Verlag, p. 23-28, 1981.

MANN, T.; L-MANN, C. Biochemistry of seminal plasma and male acessory
fluids: applications to andrological problems. In: Male reproductive function and
semen. Themes and trends in phisiology, biochemistry and investigative
andrology. Berlim, Springer Verlag, p. 269-336, 1981.

MEDEIROS, A. S. L. Resisténcia osmatica, congelabilidade e fertilidade do
sémen de garanhdes frente a diferentes crioprotetores. 118f. 2007 Tese
(Doutorado em Medicina Veterinaria) - Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Botucatu, SP, 2007.

MEULEMANS, O. Determination of total protein in spinal fluid with sulfosalicylic
acid. Clinica-Chimica. Acta 5, v. 757, 1960.

MORRELL, J. M.; GEORGAKAS, A.; LUNDEHEIM, N.; NASH, D.; MOREL, M.
C. G.; JOHANNISSON, A. Effect of heterologous and homologous seminal
plasma on stallion sperm quality. Theriogenology, v. 82, p. 176-183, 2014.

NETO, C. R.; MONTEIRO, G. A,; SOARES, R. F.; PEDRAZZI, C.; DELL’AQUA
JR, J. A; PAPA, F. O.; ALVARENGA, M. A. A. Effect of Removing Seminal
Plasma Using a Sperm Filter on the Viability of Refrigerated Stallion Semen.
Journal of Equine Veterinary Science, v. 33, p. 40-43, 2013.

NEUHAUSER, S.; DORFEL, S.; HANDLER, J. Dose-dependent effects of
homologous seminal plasma on motility and kinematic characteristics of
post-thaw stallion epididymal spermatozoa. Andrology, v. 3, p. 536- 543, 2015

NATIONAL RESEARCH COUNCIL. Nutrient requirement of horse. 6" ed.
Washington, DC: National Academy Press, 2007. 360 p.

PARKS, J. E.; GRAHAM, J. K. Effects of cryopreservation procedures on sperm
membranes. Theriogenology, v. 38, p. 209-222, 1992.

RESENDE, H. L.; OLIVEIRA, J. P., ECKER, M. K. C.; GUASTI, P. N.; PAPA, F.
O. E JACOB, J. C.F. Criopreservacao de sémen equino previamente
refrigerado com e sem plasma seminal por 12 horas*. Revista Brasileira
Medicina Veterinaria, v. 35, n. 4, p. 306-310, 2013.

ROBLERO, L., GUADARRAMA, A., ORTIZ, M. E., FERNANDEZ, E., ZEGERS-
HOCHSCHILD, F. High potassium concentration improves the rate of
acrossome reaction in human spermatozoa. Fertility Sterility, v. 49, n. 4, p.
676-9, 1988.

SABATINI, C.; MARI, G.; MISLEI, B.; LOVE, C. C.; PANZANI, D.; CAMILLO, F;

ROTA, A. Effect of Post-Thaw Addition of Seminal Plasma on Motility, Viability
and Chromatin Integrity of Cryopreserved Donkey Jack (Equus asinus)

73



Spermatozoa. Reproduction in Domestic Animals, v. 49, n. 6, p. 989-994,
2014.

SAMPAIO, B.F.B. Adicao de lipideos ao diluente de congelagao de sémen
de garanhodes. 2012. 45 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal do Mato
Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2012.

SCHETTLER G, NUSSEL E. Cholesterol CHOP-PAP. Arb Med Loz Med Priv
Med, v. 10, p. 25, 1975.

SETCHELL, B. P. Male reproduction. In: KING, G. J., NEIMANN- SORE SEN,
A., TRIBE, O. E. World animal science-Reproduction in domesticated animals.
New York: Elsevier, p. 83-127, 1993.

STICH, K.; BRINSKO, S.; THOMPSON, J.; LOVE, C.; MILLER, C.
BLANCHARD, T.; VARNER, D. Stabilization of extragonadal sperm reserves in
stallions: application for determination of daily sperm output. Theriogenology,
v. 58, p. 397-400, 2002.

SWANSON, E.W.; BEARDEN, H.J. An eosin-nigrosin stain for differentiating
live and dead bovine spermatozoa. Journal of Animal Science, v.10, p. 981-
987, 1951.

TRAVIS, A. J.; JORGEZ, C. J.; MERDIUSHEV, T. et al. Functional relationships
between capacitation-dependent cell signaling and compartmentalized

metabolic pathways in murine spermatozoa. Journal Biology Chemical, v.
276, p. 7630-7636, 2001.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA - UFV. SAEG 9.1: Sistema de
Analises Estatistica. Vigosa, MG: Fundagédo Arthur Bernardes, 2007. (CD-
ROM).

WALES, R. G.; WHITE. I. G. Some observations on the chemistry o f dog
semen. Journal Reproduction and Fertility, v. 9, p. 69-77, 1965.

WALES, R. G.; WHITE. I. G. The effect of the ions of the alkali metals
magnesium and calcium on dog spermatozoa. Journal o f Physiology, v. 142,
p. 494-502, 1958.

WILLIAMS, A. C.; FORD, W. C. The role of glucose in supporting motility and
capacitation in human. Journal Andrology, v. 22, p. 680-695, 2001.

WITE, R. G. Secrec¢des do orgao reprodutivo masculino e plasma seminal. In:
HAFEZ, E. S. E. Reprodugdo animal. 4 ed. Sdo Paulo: Manole, p. 212-28,
1988.

WONG, W. Y.; FLIK, G.; GROENEN, M. W. P.; SWINKELS, D. W.; THOMAS,
C. M. G.; COPIUS-PEEREBOOM, J. H. J.; MERKUS, H M. W . M,
STEEGERS-THEUNISSEN, R. P. M. The impact of calcium, magnesium, zinc

74



and copper in blood and seminal plasma on semen parameters in men.
Reproductive Toxicology, v. 15, p. 131-136, 2001.

YANAGIMACHI, R. Mammalian fertilization. In: The Physiology of
Reproduction. New York: E. Knobil e JD Neil, p. 189-317, 1994.

ZAHN,F. S. Avaliacao dos constituintes bioquimicos e proteicos do
plasma seminal e do soro sanguineo e das proteinas de membrana
espermatica e sua correlacao com a qualidade do sémen congelado em
garanhoes. 118 p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista, UNESP,
Botucatu, 2006.

75



4. CAPIiTULO 2

ABORDAGEM PROTEOMICA DO PLASMA SEMINAL DE GARANHOES DA
RAGA MANGALARGA MARCHADOR E SUA RELAGAO COM A
CRIOPRESERVAGAO.

RESUMO: O presente estudo teve por objetivo avaliar os constituintes
proteicos do plasma seminal de garanhdes da raga Mangalarga Marchador e
sua relagao com a criopreservagao do sémen. Foram utilizados sete garanhdes
da raga Mangalarga Marchador higidos de fertilidade comprovada entre 4 e 15
anos de idade, com 400-500 kg de peso corporal. O sémen foi colhido de junho
a agosto de 2013, totalizando 77 ejaculados. Foram realizadas as analises
fisicas e morfologicas do sémen. Os plasmas seminais selecionados para o
perfil protedmico foram os correspondentes aos sémens de maior € menor
motilidade espermatica no pds-descongelamento. O perfil das proteinas foi
avaliado pelo método de eletroforese bidimensional e as analises foram
realizadas no programa ImageMaster 2D Platinum 6.0 (GE Healtcare®). As
proteinas foram identificadas por MALDI-TOF/TOF (espectrometria de massa)
utilizando o software Mascot Daemon para a busca em banco de dados. O site
do UniProt (SWISSPROT, NCBI, Equidae) foi consultado para identificagdo das
proteinas. A validacado dos resultados foi realizada pelo programa SCAFOLD.
As amostras nao validadas pelo SCAFOLD foram analisadas pelo programa
FlexAnalysis (BRUKER®) para identificacéo de espectros de MS2 identificados
pelo software Mascot Daemon. Os dados obtidos foram analisados por
estatistica descritiva e correlagdes simples de Person. Foi observado diferenca
significativa em relagdo a CRISP 3 na baixa congelabilidade e n&o foram
observadas correlacbes entre a HSP 1, a calicreina e a motilidade pds-
descongelamento. Conclui-se que a CRISP3 com baixa massa molecular (22-
30 kDa) pode ser utilizada como biomarcador de baixa congelabilidade e que a
calicreina e a HSP1 ndo podem ser utilizadas como marcadores de

congelabilidade na raga Mangalarga Marchador.
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Palavras-chave: Equinos, Horse seminal protein (HSP), Protebmica,

Criopreservacgao.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the protein constituents of the Mangalarga
Marchador stallion and its interaction with cryopreservation. Seven Mangalarga
Marchador breed stallions with proven healthy fertility, ageing 4 to 15, weighing
400-500 kg were used. Semen samples were collected from June to August
2013, a total of to 77 ejaculations. Physical and morphological semen analysis
was performed. Selected seminal plasma for proteomic profile per each animal
were on of the highest and lowest motility after thaweing. The profile of the
proteins was evaluated by two-dimensional electrophoresis method and
analyzes were performed in the ImageMaster 2D Platinum 6.0 software (GE
Healtcare®). Proteins were identified by MALDI-TOF / TOF (mass
spectrometry) using Mascot Daemon software for searching the data. The
datebase UniProt (SWISSPROT, NCBI, Equidae) was consulted to identify the
proteins and the validation of the results was performed by SCAFOLD program.
Samples not validated by SCAFOLD software were analyzed by FlexAnalysis
software (BRUKER®) to identific MS2 spectra by Mascot Daemon software.
Significant differences were observed regarding the CRISP 3 in poor freezability
and no correlation betwen the HSP 1, kallikrein and post-thaw maotility. It follows
that the CRISP3 low molecular weight (22- 30 kDa) can be used as biomarker
low freezability and kallikrein HSP1 and can not be used as markers in

freezability Mangalarga Marchador.

Key words: Equine, Horse seminal protein, Proteomics, cryopreservation
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INTRODUGAO

O papel dos constituintes do plasma seminal sobre a congelabilidade
ainda nao foram totalmente elucidados. Relatos na literatura demonstram
resultados contraditérios em relacdo a adicdo ou nao do plasma seminal de
animais para a criopreservagao. Esses fatos demonstram de forma evidente a
influéncia da composi¢cao bioquimica e proteica do plasma seminal sobre a
resisténcia da célula espermatica equina durante o processo de
criopreservacao, incluindo a composicao proteica.

Na ultima década, diversas Associagdes de Criadores de diferentes
racas permitiram a utilizacdo do sémen congelado, o que estimulou as
pesquisas com protocolos de criopreservagdo de sémen de garanhdes.
Entretanto, estima-se que apenas 30 a 40 % dos garanhdes produzam sémen
adequado para a criopreservagdo. Em algumas racas, como a Mangalarga
Marchador, a propor¢éo de animais de sémen de baixa congelabilidade é maior
do que em outras ragas (ALVARENGA et al., 2005). Dentre as ragas equinas,
existem diferencas relativas aos parametros reprodutivos, e quando as
biotecnologias da reproducdo sdo empregadas, os resultados nem sempre
atendem as expectativas como quando se utiliza sémen refrigerado versus o
congelado (GOMES; GOMES, 2009).

O comportamento do sémen a criopreservacao € muito variavel entre
reprodutores, com resultados em programas de inseminagao variando de 32 a
73 % de fertilidade por ciclo. Assim, o0 sémen de muitos garanhdes ndo poderia
ser utilizado para estes fins (LOOMIS, 2001). Alvarenga et al. (1996)

demonstraram haver um fator racial relacionado a resisténcia do sémen ao
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processo de criopreservagdo. Segundo estes autores as ragas Mangalarga
Marchador e Mangalarga Paulista apresentaram os piores indices de
congelabilidade, quando comparadas com as ragas de hipismo (Hannoveriano,
Holstein e Trackenner) e o Quarto-de-Milha, sendo que estes apresentaram
sémen com bons padrdes de motilidade pds-descongelamento.

A composicao proteica do plasma seminal sofre variagdes e pode
fornecer importantes informagdes sobre diferengas na congelabilidade do
sémen dos animais. Pesquisas recentes mostram que as analises protedmicas
sdo hoje uma ferramenta valiosa na determinagdo da presenga de proteinas
marcadoras ou no mapeamento de perfil dessas proteinas dentro de grupos de
amostras diferentes.

Essas proteinas foram divididas em trés familias, proteinas secretadas
ricas em cisteina (CRISPs), proteinas que contém o dominio fibronectina tipo |l
(Fn-1l) e proteinas da familia das espermadesinas. Os membros da familia de
proteinas CRISPs parecem estar relacionados com processos de
espermiogénese, maturagcdo dos espermatozoides, capacitacdo espermatica e
na interacdo espermatozoides-odcito. As proteinas que contém o dominio
fibronectina tipo Il (HSP1/ SP1 e HSP2/ SP2) tém sido associadas a modulagao
da capacitacdo espermatica (TOPFER-PETERSEN et al., 2005). E as
espermadesinas?? Ficou faltando n sequencia do texto deste pragréfico.

As principais proteinas presentes no plasma seminal foram
caracterizadas por Calvete et al. (1994) como proteinas do plasma seminal
equino (HSP-1 a HSP-8), e possuem baixa massa molecular (14 a 30 kDa).
Com excegdo da HSP-4, todas apresentam propriedades de ligagdo aos

espermatozoides. As proteinas HSP-1, HSP-2 e HSP-5 até HSP-8 também
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possuem habilidade de ligagdo com a heparina e estdo associadas a superficie
espermatica, indicando importante papel na fertilizagdo (TOPFER-PETERSEN
et al., 2005).

A HSP-4 esta associada ao produto do gene semelhante a calcitonina,
HSP-5 n&o pbde ser relacionada com outras proteinas conhecidas; HSP-7
participa da interagdo dos espermatozoides-zona pelicida (TOPFER-
PETERSEN et al., 2005).

HSP-6 e HSP-8 sao diferentes isoformas de uma mesma proteina que
pertence a familia das calicreinas (TOPPFER-PETERSEN et al., 2005). As
sequéncias do N-terminal de ambas isoformas mostraram alto grau de
homologia com o antigeno prostatico humano (PSA), que € o biomarcador mais
utilizado para rastreamento de cancer de prostata, em virtude de sua alta
sensibilidade, facil dosagem e baixo custo (SILVA, 2012).

A relacdo da presenca e da concentracido de proteinas no plasma
seminal com a criopreservacido € pouco compreendida na espécie equina,
assim o presente estudo teve por objetivo avaliar os constituintes proteicos do
plasma seminal de garanhdes da raga Mangalarga Marchador e relaciona-los a

criopreservagao.
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MATERIAIS E METODOS

Delineamento Experimental

Foram utilizados sete garanhdes da ragca Mangalarga Marchador dos
quais foram colhidos no minimo sete ejaculados por animal. A cada ejaculado
foram retirados tréplicas de 3 mL de plasma seminal. Para a realizacédo da
andlise protedbmica foram selecionadas as amostras de plasma seminal
correspondente aos sémens de alta e baixa motilidade pds-descongelamento de
cada animal perfazendo 14 amostras no total. Projeto aprovado pela comissao

de ética, processo n°® 103/2013 no dia 18/02/2014.

Localizagao Geografica

O experimento foi realizado no Setor de Equideocultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, Haras Recreio
e Haras Barreiro no municipio de Vigosa em Minas Gerais, com altitude de 649
m e coordenadas geograficas de 20°45°14"", latitude Sul, e o meridiano de
42°52°54"", longitude Oeste. O clima é considerado tipo tropical de altitude

com chuvas durante o verao.

Instalagoes e Manejo dos Animais

Foram utilizados sete garanhdes da raga Mangalarga Marchador higidos
com idades entre quatro e 15 anos, pesando entre 400 e 500 kg de peso
corporal. Durante todo o periodo experimental, os animais permaneceram
alojados em baias individuais (16 a 25 m?) e piquetes externos individuais
(225m?) com capim Coast cross (cynodon-dactylon (L.) e Tifton (Cynodon

spp.). A suplementagao alimentar foi oferecida duas vezes ao dia, composta de
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ragcao concentrada, segundo recomendagdes do National Research Council
(2007), constituida por: 130 g/kg de Proteina bruta, 90 g/kg estrato etéreo, 100
g/kg de fibra bruta (com ingestdo de aproximadamente 1 % do peso vivo),
capim elefante (Pennisetum purpureum cv Cameroon) com cana (Saccharum
officinarum) picada (3,5 % + 1 % do peso corporal, respectivamente), sal
mineral e agua ad libitum. O controle parasitologico foi realizado de acordo com
0 manejo dos Haras. Antes do inicio do experimento, foi realizado o exame
androlégico no sémen dos animais, sendo considerados aptos ou ndo a
reproducao de acordo com os padrdes preconizados pelo Colégio Brasileiro de
Reproducao Animal para a espécie equina (CBRA, 2013).

As colheitas foram realizadas no periodo de junho a agosto de 2013. Ao
iniciar o estudo, cada reprodutor teve sua reserva espermatica extra-gonadica
esgotada por colheitas diarias de sémen por cinco dias consecutivos, seguidos

por dois dias de descanso sexual (STICH et al., 2002).

Colheita de Sémen:

As colheitas foram realizadas em dias alternados, utilizando fémeas com
cio induzido por 20 mg Cipionato de estradiol (Pfizer®), devidamente contida,
utilizando vagina artificial modelo Botucatu (Botupharma®) previamente
preparada com agua a 45 °C. De cada reprodutor foram obtidos no minimo
sete ejaculados para analise dos dados. O ejaculado foi colhido em saco
plastico dentro de um copo coletor, sob abrigo de luz e das variagbes de
temperatura. Apds a colheita, a fragcado gelatinosa do ejaculado foi retirada por
fitracdo e a avaliacdo imediata foi realizada considerando o aspecto,

coloragdo, volume, concentragdo, motilidade total e vigor espermatico. O
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volume foi aferido em proveta graduada de 250 mL, previamente aquecida a 37
°C. A motilidade espermatica total (0 a 100 %) e o vigor espermatico (0 - 5)
foram observados em microscopio 6ptico, com aumento de 200 x, utilizando-se
20 uL de sémen disposto entre lamina e laminula pré-aquecidas a 37 °C. Uma
aliquota de 50 pL de sémen foi diluida em 950 pL de agua destilada para

determinacao da concentracédo espermatica em camara de Neubauer.

Congelamento de Sémen:

ApoOs as avaliagdes fisicas dos ejaculados, os mesmos foram diluidos
com Botu-Semen (Botupharma®) na propor¢céo 1:1 (v:v) e transferidos para
tubos Falcon de 15 mL para posterior centrifugagcdo a 600 g por 15 minutos
(SAMPAIO, 2012).

Imediatamente apds a centrifugacéo, o sobrenadante foi retirado e a
concentracdo do pélete calculada em camara de Neubauer. Apds a
determinacao da concentracdo espermatica, o pélete foi entdo ressuspendido e
homogeneizado com o diluente Botucrio (Botupharma®) para uma
concentracao final de 50 milhdes de espermatozoides / mL (CLULOW et al.,
2008). As amostras foram envasadas em 10 palhetas francesas de 0,5 mL,
devidamente identificadas, e entdo refrigeradas a 5 °C por 20 minutos,
conforme Sampaio (2012). Apds este periodo as palhetas foram colocadas em
vapor de nitrogénio, a 5 cm do nivel da lamina de nitrogénio liquido, por 15
minutos (LORENZONI, 2010) e posteriormente submersas em nitrogénio

liquido, raqueadas e armazenadas em botijao criogénico.
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Descongelamento do Sémen:
As palhetas foram descongeladas a 37 °C por 30 segundos

(LORENZONI, 2010) para analise de motilidade espermatica total.

Colheita e Processamento do Plasma Seminal:

ApOs a obtencdo dos ejaculados, foram retiradas trés amostras de 3 mL
de sémen total, que foram acondicionados em microtubos (Eppendorph®) e
congelados imediatamente em nitrogénio liquido, para estocagem em
ultrafreezer a -80 °C. Para a quantificagdo proteica, as amostras foram
centrifugadas a 700 g por 20 minutos a 4 °C para que o plasma seminal fosse

separado dos espermatozoides.

Proteina Total do Plasma Seminal

Para a realizacdo da analise protedmica foram selecionadas duas
amostras de plasma seminal por animal, correspondente aos sémens que
apresentaram alta e baixa motilidade espermatica pds-descongelamento,
totalizando 14 amostras, contendo em cada uma 500 uL de plasma seminal
dos ejaculados selecionados. As amostras foram submetidas a centrifugagéo
em microcentrifuga resfriada a 10.000 g por 10 minutos, a 4 °C, seguindo-se
uma segunda centrifugagdo na mesma temperatura, a 20.000 g por 30 minutos
para a clarificacdo das amostras.

Para a analise da quantidade de proteina soluvel, foi utilizado o método
de Bradford (1976). A curva padrao foi preparada utilizando albumina sérica
bovina (BSA). Quantidades conhecidas da proteina padrédo (BSA) foram

adicionadas a 160 pL do reagente de Bradford a 125 % em pogos de uma
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microplaca (96 pogos) de fundo chato, completando-se para o volume de 200
ML, com agua Mili-Q. A mistura foi deixada reagir em temperatura ambiente por
10 minutos e, em seguida foi realizado a leitura da microplaca a 595 nm. Além
das proteinas de concentragdo previamente conhecida, uma ftriplicata foi
realizada utilizando apenas agua destilada (branco). Do resultado obtido, foi
feita a média da absorvancia das trés leituras e subtraida a média da leitura do
branco e da leitura da placa vazia. Para a obtencdo das concentracdes de
proteina do plasma seminal, o procedimento foi igual ao da obtenc&o da curva,
sendo o resultado baseado na equacdo (Y= 0,102x + 0,071; R2=0,987).

Para determinacdo de proteinas, o fracionamento das amostras em
acetona foi realizado na proporgéao 1:3 (v:v) por cinco horas a -20 °C. Apos a
precipitacdo, as amostras foram ressuspendidas primeiramente em 100 uL de
solucdo de solubilizacdo, foram retirados 5 uL desta solugdo aos quais foram
adicionados 45 L de solugcao de solubilizacéo, obtendo volume final de 50 pL,

e a proteina total determinada.

Eletroforese Bidimensional

As amostras foram submetidas ao método de eletroforese bidimensional
em gel de poliacrilamida (Anexo Il) para identificacdo de seu ponto isoelétrico
(pl) e sua massa molecular (MM), segundo protocolo do Handbooks (GE
Healthcare, 2004). As proteinas foram separadas pelos valores de pl, por
focalizagao isoelétrica, com auxilio do sistema EttanIPGphor (GE Healtcare®),
em fitas IPG de 7 cm e gradiente de pH entre 3 e 10. Em cada fita, foram
aplicados 120 pg de proteina. O volume final de 125 yL de amostra foi

estabelecido como padrao para todas as fitas, sendo esse volume composto
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de: amostra de plasma seminal, solugdo de reidratacdo (Anexo I), solugéo
DeStreak e IPG buffer (GE Healtcare®). O volume de amostra foi determinado
pela concentragao obtida no teste do Bradford e o IPG buffer foi fixado em 2,5
% do volume total, conforme recomendacdes do fabricante. O volume restante
foi composto de 50 % de solugdo de reidratacdo e 50 % de DeStreak. As fitas
foram deixadas na solugdo por 12 horas. Em seguida, foi realizada a
focalizacao isoelétrica de acordo com as seguintes etapas: 1) 200 V por 18h; 2)
500 V em passo unico por 1 h; 3) 800 Vh em gradiente até 1.000 V; 4) 16.500
Vh em gradiente até 10.000 V; 5) 27.000 Vh em passo unico a 10.000 V. Apés
a focalizagao isoelétrica, as tiras foram armazenadas a — 80 °C até o momento
da segunda etapa da eletroforese bidimensional.

Previamente a separagcdo por massas, as fitas foram equilibradas em
solugéo de equilibrio (Anexo 1), primeiramente adicionada de 1 % de ditiotreitol
(DTT) e depois de 2,5 % de iodoacetamida. Em seguida, foram fixadas em gel
de poliacrilamida a 14 % (Anexo Il) preparados no dia anterior, para garantir
melhor polimerizagdo da acrilamida. Para cada gel, um papel de 5 x 5 mm
continha 15 pL do marcador de massa molecular de ampla faixa (Bioad-range,
Bio-RAD). As fitas foram entdo submetidas ao sistema Minigel-TetraCell (Bio-
RAD) para separagdo das proteinas em duas etapas: a primeira em baixa
amperagem (10 mA), para que as proteinas fossem forgadas a sair da fita e
entrar no gel; a segunda, em alta amperagem (40 mA) para que as proteinas
se deslocassem pelo gel. O processo foi realizado a 10 °C para evitar
superaquecimento. Quando o corante chegou no limite inferior das placas, o
sistema foi desligado e os géis foram colocados em uma solugao fixadora

(acido acético 10 % (v:v) e etanol 40 % (v:v)) durante a noite.
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Coloracao das Proteinas e Lavagem dos géis

Apos a fixagdo as proteinas foram coradas pela técnica do Comassie
Coloidal (NEUHOFF et al., 1988), os géis foram lavados com agua destilada e
estocados em solugéo de acido acético a 5 %, até que fossem escaneados

com auxilio do equipamento ImageScan (GE Healtcare®) .

Aquisicao e Analise das Imagens

As imagens obtidas foram analisadas pelo programa ImageMaster 2D
Platinum 6.0 (GE Healtcare®) para determinar a abundancia das proteinas
presentes nos spots, expressa em pixels. O software criou o histograma em
pixels das imagens, definindo a distribuicdo dos pixels pela intensidade. O
histograma determinou a cor ou a intensidade de cinza usada para exibir cada
pixel na imagem. A abundancia relativa das proteinas dos spots foi expressa
como percentagem relativa, considerando 100 % como o total dos spots em
pixels dentro de uma area definida (constante para todos os géis). Cada spot
de proteina correspondeu a uma percentagem do total. Os spots foram
enumerados e os dados foram utilizados para preparar um mapa das proteinas
presentes. Spots em géis diferentes foram comparados pela sua massa

molecular (MM) e seu ponto isoelétrico (pl) aproximados.

Identificagao de Proteinas

Os spots de interesse foram retirados dos géis, transferidos para
microtubos pequenos e descorados com solugcdo de acetonitrila 50 % e
bicarbonato de aménio 25 mM (pH 8), em trés lavagens com 200 uL desta
solucdo. Apds a completa descoloracao dos géis, a solucao foi descartada e os

géis sofreram sucessivas lavagens com 200 uL de acetonitrila por cinco
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minutos, a acetonitrila foi removida e as amostras foram desidratadas em
SpeedVac por cinco minutos.

As amostras foram reduzidas usando 100 yL de DTT 65 mM, por 30
minutos a 56 °C, e alquiladas com 100 yL de iodoacetamida 200 mM por 30
minutos. Seguindo-se sucessivas lavagens com 200 pyL de bicarbonato de
amonio (Ambic) 100 mM por 10 minutos fazendo uso de vortex, seguidas de
desidratagdes com 200 uL de acetonitrila 100 % (vortex). Na sequéncia, os géis
foram secos no speedVac por cinco minutos.

Os géis foram entado tripsinizados com solugdo contendo 12 ng/uL de
tripsina (Sequencing Grade Modified Tripsin (Promega®)), 40 mM Ambic, 10 %
de acetonitrila, a 37 °C por 16-24 horas. Os pepitidios foram extraidos com
acido formico 5 % e acetonitrila 50 %, a amostra foi seca e ressuspendida em
solugdo matriz acido a-Ciano-4-hidroxicinamico, na propor¢éo 1:1 (5 mg de
matriz + 250 pyL de acetonitrila a 100 % + 50 pL de TFA 3 % + 200 uL de H20
Mili-Q),

As proteinas foram identificadas por espectrometria de massa em
equipamento MALDI-TOF/TOF utilizando o software Mascot Daemon para a
busca em banco de dados. A base de dados UniProt (SWISSPROT, NCBI,
Equidae) foi consultada para identificar as proteinas. A validagdo dos
resultados foi realizada usando-se o SCAFOLD As amostras ndo validadas
pelo SCAFOLD foram analisadas pelo programa flexAnalysis (BRUKER®) e

por sequenciamento “de novo” dos espectros de MS2.
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ANALISE ESTATISTICA

Analises descritivas foram efetuadas para todas as carcteristicas
estudadas. Foi utilizada a analise de variancia (ANOVA), e comparagao das
médias pelo teste F. Analise ndo paramétrica com teste de Wilcoxon foi
realizada para comparagdes da motilidade espermatica entre grupos de
congelablidade, com significancia de 5%. Correlacées Simples de Person ou de
Spearman foram efetuadas entre todas as caracteristicas estudadas. Analise
de regressdo foi efetuada para estudar o comportamento da motilidade
espermatica de acordo com o volume percentual. O programa estatistico

utilizado foi o SAEG 9.1 (SAEG/UFV, 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foram observadas prevaléncia de algumas proteinas
tanto nos géis correspondentes aos ejaculados de alta e de baixa motilidade
pos-descongelamento, com padrao de distribuicdo dos spots proteicos nos
géis. Correlacdo de r=0,85 foi observada da motilidade espermatica poés-
descongelamento com o grupo de ejaculados de alta motilidade pre-
congelamento (P<0,05). As analises protedmicas foram realizadas
considerando cada animal como uma repeticao bioldgica, os grupos dos sete
géis de alta e baixa motilidade espermatica pods-descongelamento foram
comparados e nao se verificou diferencas em relacdo a densidade Opticas para
as proteinas HSP1 e calicreina (P>0,05), porém houve diferenga (P<0,05) para
as proteinas CRISP3 com valores médios maiores registrados para o grupo de

baixa motilidade espermatica pés-descongelamento (Tabela 1).
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A identificagdo dos constituintes proteicos do plasma seminal pode ser
considerada uma analise diferencial e complementar, que associada aos testes
usualmente empregados nas avaliagées andrologicas, podem elucidar grande
variagéo individual na congelabilidade do sémen na espécie equina e ainda
podem ser utilizadas como biomarcadores de fertilidade.

Com o intuito de melhorar a motilidade espermatica pos-
descongelamento e reverter possiveis danos causados a membrana
espermatica durante o processo de criopreservacdo, amostras de plasma
seminal de animais classificados como “bons congeladores” de sémen vém
sendo adicionadas a amostras de animais considerados “maus congeladores”
(NEUHAUSER et al.,2014; MORRELL et al., 2014; SABATINI et al., 2014;
NEUHAUSER et al.,, 2015). Segundo os autores, ha algum componente
presente no plasma, talvez de origem proteica, que possa estar relacionado a
melhora no processo de criopreservacao.

No presente estudo, ao avaliar o perfil protéico do plasma seminal nos
géis dos plasmas seminais de sémens de alta e baixa motilidade pds-
descongelamento de <cada animal, ndo foram observados spots
diferencialmente expressos, porém foram observadas mudancgas de expressao
proteica em alguns spots, possivelmente, por mudangas pos traducionais. As
60 amostras analisadas por MS, apresentaram massa molecular variando de 8
a 35 kDa e pl de 3,0 a 10,0 (Tabela 4). Esses dados corroboram os valores
descritos em estudos anteriores, que demostram que as proteinas presentes
no plasma seminal equino apresentam baixa massa molecular. Segundo
Topfer-Petersen et al. (2005) as proteinas provenientes do plasma seminal

equino apresentam massas entre 14 e 30 kDa. Zahn (2006) também observou
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em garanhdes de diferentes ragas a porgdo mais expressiva de proteinas na
faixa abaixo de 30 kDa.

Em todos os géis analisados (alta e baixa motilidade espermatica pos-
descongelamento) foram observadas bandas proteicas com alta abundancia:
spots 9 (29,5 kDa, pl 9,83) 10 (29,2 kDa, pl 10,0), 14 ( 29,9 kDa, pl 9,17), 18
(30,2 kDa, pl 9,53), 24 ( 22,1 kDa, pl 9,28), 26 (22,1 kDa, pl 9,28), 30 (21,9
kDa, 9,73 pl), 30-A (35,0 kDa, pl 8,33), 35 ( 35,6 kDa, pl 9,16) e 39 ( 36,7 kDa,
pl 3,98) (Tabela 2), identificadas e validadas pelo SCAFOLD ou por
ferramentas computacionais como CRISP3. Em relagdo a esta proteina, foram
observadas diferengas para o grupo de baixa motilidade espermatica pés-
descongelamento (P< 0,05; tabela 1); correlacdo entre a motilidade
espermatica e os grupos de alta e baixa motilidade espermatica poés-
descongelamento (r= -0,99); correlagédo entre a porcentagem volume dos spots
(%V) e os grupos de alta e baixa motilidade espermatica pés-descongelamento
(r=0,61) e correlagéo entre a motilidade espermatica pds-descongelamento e a
porcentagem volume dos spots (%V; r= -0,69) com comportamento linear (Y=
3, 5388 - 0,4066 X; R2= 0,48; P< 0,02) onde Y= valor estimado da motilidade
espermatica pds-descongelamento e X= volume percentual dos spots.

Segundo Schambony et al. (1998a) a CRISP-3 (HSP-3 horse seminal
plasma protein) € a principal proteina do plasma seminal equino. Sua
ocorréncia nao se restringe apenas aos epididimos, seu gene ¢é
predominantemente expresso nas ampolas dos ductos deferentes e ao longo
dos orgaos genitais masculinos (e ainda nas glandulas salivares) contribuindo
assim, para a alta concentragcédo desta proteina (1 mg/mL) no plasma seminal

desta espécie. Quantidades superiores de CRISP3 foram positivamente
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relacionadas com a taxa de concepg¢ao no primeiro ciclo por Novak et al. (2010)
e poderia ser considerado um bom marcador de fertilidade em equinos.

Esta proteina (HSP3) apresenta a particularidade de liberagdo da
membrana plasmatica (a0 menos parcialmente) por meio de lavado das células
espermaticas e por isto foi proposto que poderia possuir alguma fungdo nos
orgéos genitais da fémea (TOPFER-PETERSEN et al., 2005). Para Doty et al.
(2011) a CRISP3 participa da remogao dos espermatozoides nos orgaos
genitais feminino por meio da regulacdo da ligagdo de polimorfonucleares aos
espermatozoides. Segundo Magdaleno et al. (1997) a CRISP 3 é constituida
por cadeia de polipeptideo ndo glicosilado, com massa molecular de 24,99+ 3
kDa e pl de 8-9, sua concentragdo em diferentes garanhdes pode atingir de 0,3
a 1,3 mg/mL de plasma seminal. A presenga desta proteina na regido pos
acrossomal e na porgdo meédia da cabega de espermatozoides sugere papel
importante na fisiologia espermatica.

Hamman et al. (2007) em estudo avaliando garanhdes Hanoverianos,
identificaram 52 novos sitios de polimorfismos da CRISP3. Entretanto, um
polimorfismo ndo sinbnimo E208K (mutagdo que leva a troca de aminoacidos
nessa posigao de acido glutamico para lisina) no gene da CRISP3 foi detectado
e associado a fertilidade em garanhdes. Animais heterozigotos para este
polimorfismo genético obtiveram taxas de prenhez por ciclo, 7 % mais baixas
do que animais homozigotos para esta mutagdo. Possivelmente uma troca n&o
conservativa de acido glutdmico para lisina nessa regido da CRISP-3 pode
induzir a alteragao de suas propriedades de ligacéo proteina-proteina, podendo
subsequentemente afetar a fertilidade do macho. E possivel supor que o

polimorfismo entre os genes CRISP-3 no equino pode afetar a funcdo da
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proteina. De acordo com os autores, os genes que codificam a proteina
CRISP3 sao candidatos promissores a indicadores de fertilidade. No presente
estudo néo foi possivel visualizar a substituicdo do acido glutamico para lisina
na posicao E208K.

Jobim et al. (2003) observaram a presenca de CRISP 3 em 70 % dos
animais de alta qualidade seminal e a auséncia desta proteina nos animais de
baixa congelabilidade. No entanto, Zahn (2006) ndo observou diferengas na
quantidade desta proteina entre os grupos de congelabilidade. Entretanto,
assim como no trabalho de Jobim et al. (2003), a CRISP3 esteve presente em
todos os animais de alta congelabilidade, sendo 62,5 % dos animais de média
congelabilidade e 71,4 % dos animais de baixa congelabilidade. Em outro
estudo avaliando a congelabilidade de garanhdes, Jobim et al. (2011)
observaram diferengas quanto a presenca de CRISP 3 nos animais de alta
congelabilidade, em que a proteina apresentou massa de 80-85 kDa e pl de
7,54. Entretanto, nos animais de baixa congelabilidade esta proteina foi
encontrada com massa de 25 kDa e pl 7,54. Esse resultado corrobora com o
presente estudo, demostrando que a CRISP3 com baixa massa molecular (22-
30 kDa) estao presentes de forma significativa em animais de baixa motilidade
espermatica pds-descongelamento. Foram visualizadas algumas modificagdes
no padrao dos spots das CRISP3 demonstrando que esta proteina pode ter
sofrido mudancgas poés traducionais. Nao foram observadas CRISP3 com alta
massa molecular, sugestivo de alta congelabilidade como descrito pelos
autores acima. Para Magdaleno et al. (1997) as proteinas da familia CRISP

participam da protecdo a célula espermatica, o que também justifica no
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presente estudo a presenca desta proteinas em todos os géis de alta e baixa
congelabilidade.

De acordo com Topfer-Petersen et al. (2005) os membros da CRISP
parecem estar envolvidos nos processos de espermiogénese (CRISP2),
maturacdo dos espermatozoides, capacitagdo espermatica (CRISP1) e
interacdo espermatozoides-zona pelucida (CRISP1), porém, em relagdo a
congelabilidade e mudancgas pos traducionais em situagdes de estress como a
criopreservacao, pouco foi elucidado.

Os Spots1 (17,2 kDa, pl 8,83), 4A e 4B (25,6 kDa, pl 7,83), 5 (21,1 KDa,
pl 4), 6 (18,6 KDa, pl 4), 7 (19 KDa,pl 3), 8 (16,9 kDa, pl 3,48), 11 ( 18,2 kDa, pl
6,6), 12 ( 24,9 kDa, pl 8,95), 13 (28,0 kDa, pl 9,38), 19 (13, 4 kDa, pl 7,2) 20
(37,3 KDa, pl 3), 21 (35,2 KDa, pl 3), 22 (26,9 kDa, pl 3,32), 23 (23,7 kDa, pl
3,43), 27 (21 kDa, pl 4,69), 28 (20,6 kDa, pl 5,51), 31 (22,4 kDa, pl 9,94), 31A
(25,2 kDa, pl 3,77), 34 (13,8 kDa, pl 7,74) 36 (15 KDa,pl 7), 38 (18,6 KDa, pl
4,94), 39 (36,7 kDa, pl 3,98), 40 (10,9 kDa, pl 4,78), 41 (21,3 kDa, pl 6,03), 42
(28,5 kDa, pl 8,66), 43 (27 kDa, pl 8,67), 44 (15,4 kDa, pl 7,35), 45 (17,6 kDa,
pl 6,16), 46 (20,4 kDa, pl 6,2), 47 (16,2 kDa, pl 5,3), 48 (23,9 kDa, pl 3,49), 49
(17,4 kDa, pl 4,65), 50 (17,2 kDa, pl 4,11), 52 (9,4 kDa, pl 4,3), 53 (16,9 kDa, pl
7,92), 54 (14,9 kDa, pl 3,26), 54-1 (13,8 kDa, pl 3,01) e 56 (8,9 kDa, pl 4)
(Tabela 2) foram identificadas e validadas pelo SCAFOLD ou por ferramentas
computacionais como HSP1 (SP1) presente em todos os géis analisados. Em
relacdo a HSP1 foi observada apenas correlacdo entre a motilidade
espermatica e os grupos de alta e baixa motilidade espermatica poés-
descongelamento (r=-0,88) e nao houve correlagdo da mesma com as demais

caracteristicas estudadas.
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Segundo Topfer-petersen et al. (2005) as HSP1 s&o as proteinas mais
abundantes no plasma seminal equino, correspondendo a 70-80 % do total de
proteinas, e sdo homodlogas equinas das principais proteinas de ligagao a
heparina do bovino (BSP) estando envolvidas na capacitacdo espermatica
(TOPFER-PETERSEN et al., 2005).

A grande abundéncia proteica de HSP1 observada tanto nas amostras
de alta congelabilidade quanto nas de baixa congelabilidade do presente
estudo, corrobora aos autores citados acima, demonstrando a grande
distruibuicdo desta proteina no plasma seminal equino, entretanto, ndo foram
encontradas associagdes desta proteina com a congelabilidade neste estudo.
Para MATTOS et al. (2004) as homodlogas a HSP1 (as BSPs) podem conferir
maior protecdo para as propriedades da membrana espermatica durante o
processo de congelamento do sémen na espécie bovina e GREUBE et al.
(2004) demonstraram que o padréo de interagdes das proteinas HSP-1/2 com
a membrana plasmatica dos espermatozoides € similar ao das BSP-A1/A2
(PDC- 109) o que justificaria a grande abundancia destas proteinas no plasma
seminal e sugere ainda um carater de protecdo as células espermaticas de
garanhdes da raga Mangalarga Marchador.

Nauc e Manjunath (2000) observaram diminuicdo de 70 — 80 % na
concentragédo das proteinas BSP ligadas a membrana espermatica depois da
criopreservacdo do sémen, demonstrando a ocorréncia de modificacbes na
membrana dos espermatozoides durante o congelamento, as quais podem
alterar as propriedades da membrana, levando a capacitagao prematura dos
espermatozoides apods o descongelamento. Para estes autores, a maior

concentracdo desta proteina no plasma seminal, como foi observada nas
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amostras dos reprodutores de alta e baixa congelabilidade no presente estudo,
podem conferir maior preservacao das propriedades da membrana espermatica
durante o processo de congelamento do sémen, mesmo que ndo tenha sido
observado diferengas no presente estudo.

As bandas proteicas 15 (26,8 kDa, pl 5,55), 16 (29,8 kDa, pl 5, 06), 17
(27,4 kDa, pl 5,06), 29 (15, 8 kDa, pl 5,56), 32 ( 27,8 kDa, pl 7,68), 33 ( 25,1
kDa, pl 7,74) e 37 (24 KDa, pl 6,2) foram identificadas e validadas pelo
SCAFOLD ou por ferramentas computacionais como calicreina 2 (Tabela 2).
Em relacdo a KLK2 n&o houve diferenca dos valores médios obtidos no
percentual de volume dos spots nos grupos de alta e baixa motilidade poés-
descongelamento (P>0,05; tabela 1) e houve correlacdo da motilidade
espermatica com os grupos de alta e baixa motilidade espermatica pos-
descongelamento (r=-0,86) as demais correlagbes foram consideradas né&o
significativas (%V x motilidade espermatica x motilidade espermatica pds-
descongelamento).

A calicreina especifica prostatica € membro da familia do gene da
serina-protease, que foi inicialmente descoberta no sémen e considerado como
marcador sérico de maior utilidade para o diagndstico e progndstico do cancer
de préstata (CARVALHO et al., 2002). As serina-proteases purificadas do
plasma seminal equino possuem extensa similaridade de sequéncia com o
antigeno prostatico especifico (PSA) em humanos. A calicreina secretada pela
préstata do equino (HPK) aparentemente pode ser considerada similar a PSA
humana, porém s6 que em equinos. A HPK foi purificada de garanhao
reprodutivamente ativo e foi reportado que a expressdo do mRNA do PSA

aumenta com andrégenos. A sequéncia de aminoacidos da calicreina tem alta
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similaridade (58 a 60 %) com o PSA humano, o PSA do macaco-rhesus e com
a calicreina prostatica humana (hK2) (HENTTU; VIHKO, 1994). Segundo
Novak et al. (2010) a calicreina — KLK2 foi negativamente relacionada com a
taxa de prenhez.

A calicreina é regulada por androgenos e secretada pela préstata, a
quantidade de antigeno especifico da prostata no soro € considerado o melhor
marcador para o desenvolvimento de tumores prostaticos (ULMERT et al.,
2009). No presente estudo foram observados KLK2 em todas as amostras e
nenhum animal do estudo apresentou problemas prostaticos, ndo houve
correlacdo desta proteina com a motilidade espermatica ou alta ou baixa
congelabilidade pds- descongelamento (P>0,05) demostrando que a mesma
nao esta relacionada com a congelabilidade em equinos da raga Mangalarga

Marchador.
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Tabela 1: Média e desvio padrao da motilidade e %V das proteinas CRISP 3,
HSP1 e KLK2 em alta e baixa congelabilidade no plasma seminal de

garanhdes da raga Mangalarga Marchador.

CONGELABILIDADE MOTILIDADE %V
CRISP3

ALTA 80,0+0,0 A 0,44+ 0,3 B

BAIXA 14,0+568B 285+23A
HSP1

ALTA 68,7+ 11,9 A 1,5+ 2,4 A

BAIXA 204+1528B 1,2+2,1A
KLK2

ALTA 80,0+0,0 A 1,2+ 1,1A

BAIXA 26,0+192B 1,5+1,9A
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Tabela 2: Valores de Motilidade espermatica pdés-descongelamento (Mot 0),

identificacdo da proteina (Ptn), N° acesso Gi bank, Massa molecular teérica

(MWT), Massa molecular experimental (MW E), ponto isoelétrico tedrico (pl T)

e ponto isoelétrico experimental (pl E) em programa de validagdo dos dados

para plasma seminal de garanhdes da raga Mangalarga Marchador

Spots Mot 0 Ptn N°acessoGi MWT MWE plT plE Validagao
Ferramentas
1 80% HSP1 - - 17.195 8,83 computacionais
2 80% - - - 18.084 8,18 -
3 5% - - 34.316 4,09 -
Ferramentas
4A-4B 80% HSP1 - - 25.558 7,83 computacionais
5 80% HSP1 gi|116802114 14.487 21.185 8,15 4,01 SCAFOLD
6 80% HSP1 gi|116802114 14.487 18.609 8,15 4,08 SCAFOLD
7 80% HSP1 0i|194215547 19.871 19.053 7,91 3,4 SCAFOLD
Ferramentas
8 80% HSP1 - - 16.984 3,48 computacionais
9 10% CRISP3 gi|3023562  28.172 29.455 7,49 9,83 SCAFOLD
10 10% CRISP3 gi|6647578 28 29.218 10,0 SCAFOLD
1 10% HSP1 gi|149722364 18.917 18.202 7,51 6,6 SCAFOLD
Ferramentas
12 60% HSP1 - - 24.928 8,95 computacionais
Ferramentas
13 10% HSP1 - - 28.043 9,38 computacionais
14 10% CRISP3 CRIS3_HORSE 28.202 29.931 7,42 9,17 SCAFOLD
Ferramentas
15 40% KLK2 - - 26.880 5,55 computacionais
16 40% KLK2 gi|1263525 29 29.854 5,06 SCAFOLD
Ferramentas
17 40% KLK2 - - 27.465 5,06 computacionais
18 10% CRISP3 gi|3023562  28.202 30.206 7,42 9,53 SCAFOLD
Ferramentas
19 40% HSP1 - - 13.433 7,2 computacionais
20 40% HSP1 gi|194215547 19 37.301 3,54 SCAFOLD
21 40% HSP1 0i|194215547 19 35.223 3,36 SCAFOLD
Ferramentas
22 40% HSP1 - - 26.952 3,32 computacionais
Ferramentas
23 40% HSP1 - - 23.751 3,43 computacionais
Ferramentas
24 20% CRISP3 - - 22.095 9,28 computacionais
25 20% - - - 8.159 9,3 -
Ferramentas
26 20% CRISP3 - - 22.095 9,28 computacionais
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27

28
29

30

30-A

31

31-A

32

33

34

35
36
37
38

39

40

41

42

43
44

45

46

47

48

49

50
51
52

80%

80%
80%

80%

80%

80%

80%

5%

5%

5%

80%
80%
80%
80%

80%

10%

50%

50%

50%
60%

60%

60%

60%

60%

60%

60%
60%
60%

HSP1

HSP1
KLK2

CRISP3

CRISP3

HSP1

HSP1

KLK2

KLK2

HSP1

CRISP3
HSP1
KLK2
HSP1

HSP1/CRISP3

HSP1

HSP1

HSP1

HSP1
HSP1

HSP1

HSP1

HSP1

HSP1

HSP1

HSP1

HSP1

gi|18250639

gi|149722364
gi|18250639  21.927
gi|116802114

gi|149722364

21927

18

14

18

21.061

20.631
15.824

21.930

35.021

22.441

25.245

27.868

25.190

13.898

35.576
15.095
24.474
18.664

36.688

10.993

21.379

28.571

27.017
15.357

17.639

20.411

16.296

23.976

17.465

17.208
11.642
9.413

5,44

5,44

4,69

5,51
5,56

9,73
8,33
9,94
3,77
7,68
7,74
7,74

9,16

7,49
6,2

4,94

3,98
4,78
6,03
8,66

8,67
7,35

6,16
6,2
53

3,49

4,65

4,11
4,92
4,3

Ferramentas
computacionais
Ferramentas
computacionais

SCAFOLD
Ferramentas
computacionais
Ferramentas
computacionais
Ferramentas
computacionais
Ferramentas
computacionais
Ferramentas
computacionais
Ferramentas
computacionais
Ferramentas
computacionais
Ferramentas
computacionais

SCAFOLD
SCAFOLD

SCAFOLD
Ferramentas
computacionais
Ferramentas
computacionais
Ferramentas
computacionais
Ferramentas
computacionais
Ferramentas
computacionais

SCAFOLD
Ferramentas
computacionais-
Ferramentas
computacionais
Ferramentas
computacionais
Ferramentas
computacionais
Ferramentas
computacionais
Ferramentas
computacionais

Ferramentas
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53

54

54-1

55

56
57
58
59
60

10%

10%

10%

10%

40%
40%
40%
40%
40%

HSP1

HSP1

HSP1

CRISP3

HSP1

16.962

14.909

13.820

31.000

8.990
13.433
25.783
16.687

9.413

7,92
3,26
3,01
7,22

4
7,2
8,86
8,92
4.3

computacionais
Ferramentas
computacionais
Ferramentas
computacionais
Ferramentas
computacionais
Ferramentas
computacionais
Ferramentas
computacionais

As ferramentas computacional utilizada foi o programa

FlexAnalysis (BRUKER®) para

identificacdo de espectros de MS2 identificados pelo software Mascot Daemon

10
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Figura 1. Gel bidimensional de poliacrilamida eletroforética de proteinas do

plasma seminal equino.

CONCLUSOES

As CRISPs 3 com baixa massa molecular (22- 30kDa) podem ser
utilizadas como indicador de baixa congelabilidade.
HSP1 e calicreina ndo se mostram eficazes como indicadores de

congelabilidade do sémen.
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CONSIDERAGOES FINAIS
As proteinas secretoras ricas em cisteina (CRISP3) presentes no plasma
seminal em condi¢gées de baixa massa molecular (22- 30 kDa) se mostram
eficazes como indicadores de baixa congelabilidade. Constituintes bioquimicos
(calcio, colesterol, glicose, magnésio, fosforo, proteina total, potassio e sédio),
HSP1 e calicreina, ndo devem ser utilizados como biomarcadores de

congelabilidade na espécie equina.
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ANEXO |

Solugéo de Equilibrio

Conc. final Quantidade
Ureia (PM = 60,06) 6 M 72149
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 75 mM 10,0 mL
Glicerol (87%, v/v) 29,3% 69 mL
SDS 2% 409
Azul de bromofenol 1% (p/v) 0,002% 400 L
H20 Milli-Q g.s.p.* Para 200 mL

*Quantidade suficiente para 200 mL

ANEXO I
Gel de poliacrilamida de 1,5 mm de espessura e 14 % T para a segunda

dimenséao da eletroforese bidimensional para uma amostra

Gel 2D (1,0 mm) 14%
Acrilamida:bisacrilamida (30:0,8) 4,67 mL
Tampao Tris-HCI pH 8,8 3,3mL
SDS 10% (p/V) 1,0 mL
H20 deionizada 1,9 mL
* Persulfato de Amonio 10% 120 pL
*TEMED 10 uL

* Adicionar por ultimo, pois sdo os catalisadores da reacéao.
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ANEXO Il

Gel bidimensional de poliacrilamida apds separagédo eletroforética de
proteinas do plasma seminal equino de doadores de sémen classificados como

de alta (esquerda) e baixa (direita) congelabilidade dos animais nomeados de
A1 aA7.
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50% 65270 A3 10% 65269 A3

60% 65267 A4 10% 65268 A4

40% 65289 A5 0% 65290 A5
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40% 65287 A6 20% 65288 A6

40% 65286 A7 10% 65285 A7
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ANEXO IV

Parecer de aprovagao do Comité de Etica

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que
0 processo n° 103/2013, intitulado “Perfil bioquimico e protedmico do
plasma seminal e sua relagio com a criopreservagio do sémen equino 3
Coordenado pelo professor, José Domingos Guimardes do Departamento de
Veterinaria, esta de acordo com a Legislago vigente (Lei N° 11.794, de 08
de outubro de 2008), as Resolugdes Normativas editadas pelo
CONCEA/MCTI, a DBCA (Diretriz Brasileira de Pritica para o Cuidado e
a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos) e as Diretrizes
da Pritica de Eutanasia preconizadas pelo CONCEA/MCTI, portanto

sendo aprovado por esta Comissdo em 18/02/2014, com validade de 12
meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process
number 103/2013, named “Profile and biochemical seminal plasma
proteomic and its relationship with cryopreservation equine semen”, is in
agreement with the a ctual Brazilian legislation ( Lei N° 11.794, 2008),
Normative Resolutions edited by CONCEA/MCTI, the DBCA (Brazilian
Practice Guideline for the Care and Use of Animals for Scientific Purposes
and Teaching) and the Guidelines of Practice the Euthanasia recommended
by CONCEA/MCTI therefore being approved by the Committee on
February 18, 2014 valid for 12 months.

\ 1 . ()
e N A W oy ~AIANNS
v/ \T Profl Claudio César Fonseca-’
Coordenador

Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA/UEV
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