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Efeito da Adicdo de Fracgbes Proteicas do Plasma Seminal de Ovinos na
Viabilidade Espermatica do Sémen Equino Pds Descongelacao

Resumo geral

A inseminagdo artificial com uso de sémen congelado vem sendo cada vez mais
utilizada em equinos. Em algumas espécies, como nos ovinos e bovinos, consegue-se boas
taxas de prenhez por meio desta técnica, j& nos equinos, estes indices oscilam muito, sendo
em geral, muito baixos na comparacdo com estas duas espécies. No plasma seminal dos
ovinos, as proteinas de baixo peso molecular (13-15 kDa) sdo o componente majoritario, ja
no de equinos, as quantidades destas proteinas sdo bem menores. Estudos recentes sugerem
que uma classe dessas proteinas de baixo peso molecular pode desempenhar em ovinos,
um papel importante na viabilidade dos espermatozoides, tanto na utilizacdo de sémen
fresco, como congelado. Sabendo que o sémen de garanhdes, em geral ndo apresenta boa
qualidade apds a criopreservacdo comparada ao de ovinos, esse projeto teve por objetivo
purificar as proteinas com baixo peso molecular existentes no plasma seminal de ovinos e
utiliza- las como adjuvante ao diluente do sémen equino antes da congelagéo, no intuito de
avaliar a possivel melhoria da viabilidade espermatica do sémen equino. Para isso,
amostras de sémen de carneiros da raca Dorper foram coletadas e o plasma separado por
centrifugacdo. As fracbes proteicas foram purificadas por técnicas de filtracdo em gel e a
pureza checada por meio de SDS-PAGE. Duas fra¢Oes proteicas com peso molecular de 13
e 15 kDa foram isoladas, concentradas e misturadas ao sémen equino fresco na proporcao
de 0, 1x e 2x, sendo este imediatamente congelado. As amostras permaneceram estocadas
em nitrogénio liquido por 35 dias. O sémen descongelado foi avaliado por meio do sistema
computadorizado CASA. Apds a descongelacdo, as analises mostraram que, quando as
proteinas foram adicionadas na propor¢do de 1x, a fragdo 2 melhorou a motilidade e a
fragdo 3 melhorou a motilidade e o vigor. Na proporcdo de 2x, a fracdo 2 diminuiu a
motilidade e o vigor enquanto que, a fracdo 3 melhorou o vigor. Concluimos que a adicdo
da fracdo 2, de proteinas com 15 kDa, promoveu efeito inibitério significativo sobre a
motilidade e vigor, enquanto que a adicdo da fracdo 3, com proteinas de 13 kDa, promoveu
melhora expressiva no vigor sem afetar a motilidade. Diferentes fracdes de proteinas do
plasma seminal podem ter efeitos distintos sobre a viabilidade dos espermatozoides de

maneira dependente da concentracéo.

Palavras-chave: Carneiro, cavalo, proteoma, reproducdo animal.



Effect of the Addition of Seminal Plasma Protein Fractions from Sheep
on the Sperm Viability of the Equine Semen at Post Thawing.

General abstract

Artificial insemination using frozen semen has been increasingly applied in horses.
In other species, such as rams and bulls, good pregnancy rates are achieved by this
technique. In stallions, these rates fluctuate a lot, generally being very low in comparison
with these two species. In rams seminal plasma, the low molecular weight proteins (13-15
kDa) are the major component, while in horses, the amount of these proteins are much
smaller. Recent studies suggest that a class of these low molecular weight proteins may
play a role in the viability of spermatozoa in either fresh or frozen semen. Since the stallion
semen usually does not show good quality after cryopreservation compared to rams, this
project aimed to purify the low molecular weight proteins from seminal plasma of rams
and use them as an adjuvant to the equine semen diluent before freezing, in order to
evaluate the possible improvement in the viability of stallion sperm. Firstly, semen samples
from rams of the Dorper breed were collected and the plasma separated by centrifugation.
The protein fractions were purified by gel filtration techniques and the purity checked by
means of SDS-PAGE. Two proteins fractions with molecular weight close to 13 and 15
kDa were isolated, concentrated and mixed to fresh equine semen at the ratio of 0, 1x e 2x,
being immediately frozen. The samples were stored in liquid nitrogen for 35 days. The
thawed semen was evaluated through the CASA computerized system and the analyzes
showed that, when proteins were added in the proportion of 1x, the fraction 2 improved
motility and fraction 3 improved both motility and vigor. In the proportion of 2x, fraction 2
decreased both motility and vigor, while fraction 3 improved vigor. We concluded that the
addition of fraction 2, of proteins with 15 kDa, promoted a significant inhibitory effect on
motility and vigor, whereas the addition of fraction 3, with 13 kDa, promoted significant
improvement in vigor without affecting the motility. Different fractions of seminal plasma

proteins may have distinct effects on sperm viability in a concentration-dependent manner.

Key words: Rams, stallion, proteome, animal breeding.
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PREFACIO

Essa dissertacdo foi redigida em trés secOes, sendo a primeira composta pelos
guesitos pré-textuais, onde estdo inclusos o resumo, abstract e a revisdo de literatura
redigida nas normas da ABNT. Na segunda parte é apresentado o trabalho na forma de
artigo cientifico, escrito as normas da Revista Animal Reproduction Science (ISSN: 0378-

4320), revista a qual sera submetido, e a terceira parte apresenta as normas da revista.
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14
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Equinocultura

O equino é uma espécie que foi domesticada ha séculos pelo homem, sendo utilizado
desde entdo nas mais variadas atividades. A equinocultura sempre foi e estd sendo cada vez
mais um segmento agropecudrio de grande importancia econdmica em diversos paises do
mundo. No Brasil, dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
mostram que a indUstria de equinos cresceu quase 12% ao ano nos Gltimos 10 anos (LIMA
e CINTRA, 2016). Em 2006 eram R$7,5 bilhGes de faturamento bruto anual, e em 2015
foram 16 bilhGes de reais. Este segmento promove a geracdo de aproximadamente 610 mil
empregos diretos e mais de dois mil empregos indiretos, sendo responsavel por trés
milhdes de vagas de trabalho (LIMA e CINTRA, 2016) e empregam até cinco vezes mais

que a industria automobilistica e aeroespacial brasileira (SOARES, 2015).

Esse crescimento observado no mercado dos equinos nas Ultimas décadas ocorreu
principalmente pelo fato do aumento do uso dos cavalos no segmento esportivo. Os
equinos ndo sdo mais apenas destinados ao transporte ou tracdo animal, cada vez mais

estdo sendo utilizados nas diversas atividades de esporte e de lazer.

Segundo estimativa da Organizacdo das Nacbes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FAO), mais de 50% dos equinos de todo 0 mundo se encontram nas Américas,
sendo os Estados Unidos o pais com maior namero de animais. O Brasil se encontra na
quarta posicdo, com mais de cinco milhGes de equinos em seu territério (FAO, 2016), e €
no Sudeste do Brasil onde se encontra a maior quantidade de equinos, seguido pelas
regides Nordeste, Centro-Oeste, Sul e Norte (MAPA, 2017).

1.2. As biotecnologias reprodutivas na Equinocultura

Por muito tempo os equinos foram rotulados como animais domésticos de baixa
fertilidade, e esse fato era atribuido a caracteristicas da sele¢do genética empregada nessa
espécie (GINTHER, 1992). Na selecdo dos equinos, geralmente da-se pouca ou nenhuma
importancia para a fertilidade, onde os animais de melhor desempenho atlético e melhor
fenotipo sdo os escolhidos para reproducdo (ALVARENGA et al, 2017), mesmo que
sejam animais de comprovada ineficiéncia reprodutiva, fazendo com que essa genética seja
repassada a seus descendentes (PARADIS, 2002). Os marcadores de fertilidade séo
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altamente hereditarios e a pratica da constante utilizacdo de garanhBes sem se preocupar
com a capacidade reprodutiva, contornando a subfertilidade através do uso de tecnologias
de reproducdo assistida, resultou em populagfes de equinos com taxas de concepcdo
significativamente menores do que outras espécies (NATH et al., 2010).

Um dos fatores mais importantes para a melhoria das taxas de fertilidade e que
auxiliou na expansdo do mercado dos equinos foi a utilizacdo e otimizacdo das
biotecnologias aplicadas a reproducéo, pois estas proporcionam a obtencdo de um maior
numero de animais melhorados geneticamente, num espago de tempo menor (GOMES e
GOMES, 2009) e possibilitam a reproducéo de animais que apresentam baixa fertilidade,
porém, alto valor econbmico (PARADIS, 2002).

No assunto reproducdo equina, o Brasil € referéncia a nivel mundial (SCHUTZER,
2012), e ainda existe um grande espaco para pesquisa e para maior adesdo no uso das
biotecnologias reprodutivas, devido as inimeras vantagens que podem ser obtidas através
da utilizacdo destas (GOMES e GOMES, 2009).

A biotecnologia da reproducdo mais utilizada em equinos é a inseminacdo artificial,
que pode ser realizada por meio de sémen in natura diluido, diluido-transportado, diluido-
resfriado-transportado e congelado (CARVALHO, 1992), sendo 0 método mais empregado
emequinos a inseminacéo artificial utilizando sémen resfriado (LOOMIS, 2006). Contudo,
durante muito tempo, 0 uso da inseminacéo artificial em equinos foi restrito, devido a ndo
aprovacao por parte das associa¢Oes de ragas (SAMPER, et al., 2006). Ap0s a aceitacdo do
registro de animais gerados a partir do uso de biotecnologias por parte de varias
associacdes, foi que houve uma maior difusdo das técnicas em todo o0 mundo (PAPA et al.,
2005)

Em muitos paises europeus, grande parte das éguas destinadas a reproducdo sao
inseminadas, sendo a maioria destas inseminac@es realizada por meio de sémen resfriado
(AURICH e AURICH, 2006). Dados da principal central de reproducdo da Alemanha
mostram que 90% das éguas da raca Hanoveriana, a principal raca Alemd, sdo concebidas
por meio da inseminacdo artificial (AURICH e AURICH, 2006). Na Australia ndo é
diferente, pois 90% dos potros da raca Standardbred sdo oriundos de inseminacdo com
sémen congelado ou resfriado (NATH et al., 2010). Ja no Brasil, de acordo com Canisso et
al. (2008), ndo existem estatisticas oficiais sobre a inseminacdo artificial em equinos,

contudo, estes autores afirmam que boa parte do plantel esta sendo inseminado anualmente
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e métodos biotecnoldgicos tém sido desenvolvidos para as racas e realidade brasileiras. De
acordo com Alvarenga et al. (2016), aproximadamente 20% das éguas doadoras de

embrides foram geradas a partir de sémen congelado no Brasil.

1.3. Sémen congelado em Equinos

Os primeiros estudos sobre inseminacgéo artificial em equinos foram relatados na
Russia em 1899 (IVANOFF, 1922; FOOTE, 2002). Nos Estados Unidos, a técnica
empregada em equinos chegou mais tarde, somente no ano de 1939 (SOUZA, 2006).

O sucesso da técnica da criopreservacdo foi conseguido por Polge et al. (1949)
trabalhando com sémen de aves. Em equinos, o relatado da primeira gestacdo equina com
uso de sémen congelado foi no ano de 1957 (PICKETT e AMANN, 1993).

Com os avancos na criopreservacao de sémen em bovinos a partir da década de 50,
e com o evento da primeira gestacdo equina em 1957, observou-se um crescente interesse
pela criopreservacdo de sémen equino, contudo, a difusdo do sémen congelado em bovinos

foi gigantesca, 0 que ndo aconteceu nos equinos (SOUZA, 2006).

A inseminacdo artificial com uso de sémen congelado proporciona inumeras
vantagens, como propagacdo rapida do DNA de um garanhdo de alto valor genético, uso
do sémen mesmo apds o obito do animal, prevencdo do risco de doencas, preservacao de
caracteristicas raciais ou linhagens que no momento ndo sejam de interesse, funcionando
como um banco genético, e principalmente a estocagem, pois, permite o transporte do
sémen a longas distancias ou locais de dificil acesso, sem a necessidade de tempo pré-
determinado para se realizar a inseminacdo apés a colheita do sémen (MILLER, 2008;
ALVARENGA etal., 2016).

Comparado com o sémen refrigerado, que se mantém viavel até aproximadamente
72 horas apds a coleta, 0 sémen congelado tem sua viabilidade por tempo indefinido, desde
que criopreservado da maneira correta, pois nesse caso ha a interrupcdo do metabolismo

dos espermatozoides apds o procedimento de congelacdo (GIBB e AITKEN, 2016).

O sucesso da técnica de inseminacgdo artificial com sémen congelado ocorre em
algumas espécies, como é o caso dos bovinos e ovinos. Varios sdo 0s estudos que
demonstram o éxito da utilizacdo da técnica de inseminacdo artificial usando o sémen

congelado nos bovinos, onde as taxas de prenhez observadas comumente giram entre 40 e
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70% (AYRES et al., 2006; SA FILHO et al., 2010), bem como em ovinos, comumente
observadas taxas entre 40 e 70% (GIL et al., 2003; FUKUI et al., 2008; HIWASA et al.,
2009). Em ambas as espécies (bovinos e ovinos), os indices obtidos na inseminacao
artificial com uso de sémen congelado sdo satisfatérios, ja nos equinos, estes indices sdo
muito varidveis, oscilando geralmente entre 25 e 50% (BARBACINI et al., 2005;
HOFFMANN et al., 2011).

O uso do sémen congelado em equinos tem VArios pontos positivos, entretanto, de
forma geral, os indices obtidos sdo muito inferiores quando comparados ao sémen fresco
ou refrigerado (WATSON, 2000; TERRACIANO, 2009). Geralmente, as taxas de gestagédo
sdo superiores usado o sémen fresco, comparado ao sémen refrigerado, que por sua vez,
tem taxas superiores ao congelado (LOOMIS, 2001). Além de que, ha uma diferenca muito
grande entre garanhGes, no que diz respeito ao processo de criopreservacdo, pois alguns
tém boa qualidade pds-descongelacdo e outros ndo (GOMES et al., 2002; HARTWIG et al.,
2014), ocasionando uma barreira para a maior utilizacdo da técnica (BATELLIER et al.,
2001; CARMO e ALMEIDA 2006; LOOMIS e GRAHAM (2008). Alvarenga et al.
(1996) demonstraram que garanhdes das racas germanicas de hipismo e cavalos da raca
quarto de milha possuem melhores parametros espermaticos apos a congelacdo do sémen,

guando comparados ao Mangalarga marchador por exemplo e animais de origem ibérica.

Devido a grande variabilidade na resposta para a criopreservagdo do sémen entre as
diferentes ragas equinas e até mesmo a variagdo individual dos garanhdes dentro de cada
raca, na pratica ha uma classificacdo dos garanhfes, que podem ser classificados como

garanhdes de alta (good coolers) ou baixa congelabilidade (bad coolers) (AURICH, 2008).

Diversos sdo os fatores que podem estar envolvidos na qualidade do sémen dos
garanhdes pos-descongelagdo, sendo a composicdo da membrana plasmatica juntamente
com os fatores genéticos do garanhdo os principais determinantes na resisténcia dos
espermatozoides em suportar 0os danos causados pela criopreservacdo (RAMIRES et al.,
2016). E imprescindivel que a membrana plasmatica e acrossomal estejam com sua
integridade preservada para que o espermatozOide apresente viabilidade, pois estdo
diretamente ligadas nos processos de capacitagcdo, reacdo acrossomal, ligacdo com a zona
pelicida e de fusdo dos gametas (NEILD et al., 2000).

De acordo com Pickett e Amann (1993), para 0 sucesso da técnica da

criopreservacgao, que se resume em conceber a gestacdo, 0 metabolismo do espermatozoide
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deve estar preservado ap6s a descongelacdo para a sua producdo de energia, deve
apresentar também boa motilidade progressiva, bem como enzimas acrossomais integras,
as gquais sdo de extrema importancia para a penetracdo do ovocito, além de proteinas de
membrana plasmatica funcionais, pois sdo fundamentais para a sobrevivéncia do

espermatozoide no trato reprodutivo feminino.

1.4. Protedmicaseminal

A ejaculacdo resulta na confluéncia dos espermatozoides a partir da cauda do
epididimo, com o plasma rico em proteinas provenientes das glandulas sexuais acessorias.
O plasma seminal dos equinos é produto da secrecdo dos epididimos, das ampolas dos
ductos deferentes, das vesiculas seminais, da prostata e das glandulas bulbo uretrais, sendo
os epididimos, nessa espécie, 0s principais responsaveis pela producdo de grande parte das
proteinas seminais (DACHEUX et al., 2003). O plasma, ¢ um veiculo liquido tamponado
para a deposicdo dos espermatozoides, que posteriormente nadam livres e interagem
com os fluidos e as células do trato feminino (LEAHY e GRAAF, 2012).

O principal componente do plasma seminal (em peso) sdo as proteinas, e estas sao
consideradas como as moduladoras dominantes da fungdo espermaética, pois contribuem de
forma marcante na regulacdo da maior parte das funcdes (LEAHY e GRAAF, 2012; Garcia
et al., 2014), influenciando na habilidade do espermatozoide em fertilizar, e também agem
na fisiologia da fémea (TOPFER-PETERSEN et al., 2005).

Existe grande variacdo entre as proteinas do plasma seminal nas diferentes espécies,
e isso se da principalmente devido a diferencas na contribuicdo relativa das glandulas
sexuais acessorias (MANN, 1964; DRUART et al.,, 2013). As intera¢fes 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
variacdes na composicdo proteica (RONCOLETTA etal.,, 2004; BEZERRA, 2015).

Nas espécies unguladas, sdo trés as principais classes de proteinas do plasma
seminal, sendo elas: as fibronectinas do tipo Il (Fn-tipo Il), proteinas secretorias ricas em
cisteina (CRISPS) e as espermadesinas (TOPFER-PETERSEN et al., 2005), bem como nos
equinos, espécie na qual as principais proteinas do plasma seminal também pertencem a
esses trés grupos (TOPFER-PETERSEN et al., 2005; KARESKOSKI e KATILA, 2008).
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Se tratando de quantificacdo proteica, as proteinas Fn-tipo Il (HSP-1 e HSP-2)
detém a maior concentracdo de proteinas do plasma seminal nos equinos, respresentando
cerca de 70 a 80% das proteinas do plasma seminal (TOPFER-PETERSEN, et al., 2005;
EKHLASI-HUNDRIESER et al., 2005; MOGIELNICKA-BRZOZOWSKA, et al., 2011;
GARCIA, et al, 2014, SILVEIRA, 2017).

1.4.1. Proteinas de baixo peso molecular

Nos equinos, até 0 momento foram isoladas e caracterizadas oito proteinas com
peso molecular entre 14 a 30 kDa, denominadas proteinas do plasma seminal equino (HSP-
1 a HSP-8 (TOPFER-PETERSEN et al., 2005), sendo a HSP-7 classificada como
espermadesina (14—15 kDa) e encontrada em baixa concentracdo no sémen dessa espécie

(REINERT etal; 1996; TOPFER-PETERSEN et al., 2005).

A comparagao protedmica do plasma seminal das espécies domésticas mais comuns
evidencia padrbes de bandas bastante distintos, e dentre as proteinas com maior

variabilidade no plasma seminal, estdo as espermadesinas (DRUART etal., 2013).

Essas proteinas sdo encontradas em varios animais domésticos, como suinos,
bovinos, equinos e caprinos (TEDESCHI et al., 2000). Foram identificadas nos suinos
(AQN-1, AQN-3, AWN, PSP-1 e PSP-II; SANZ et al., 1992; CALVETE et al., 1995), nos
bovinos (aSFP e Z13; WEMPE et al., 1992; TEDESCHI et al.; 2000), nos ovinos
(espermadesina de 15,5 kDa; BERGERON et al., 2005), no equino (HSP-7; REINERT et
al., 1996), e mais recentemente em caprinos (BSFP e Bdh-1; Bdh-2; Bdh- 3 e Bdh-4;
TEIXEIRA et al., 2002; MELO et al., 2008), sendo o componente protéico majoritario no
plasma seminal de ovinos (CONDESSA et al., 2017) e principalmente nos suinos, espécie
na qual as espermadesinas representam mais de 90% das proteinas do plasma seminal
(CALVETE et al., 1995 e TOPFER-PETERSEN et al., 1998). Ja no sémen dos equinos, as
guantidades dessas proteinas de baixo peso molecular sdo bem menores que nas demais
espécies domésticas (REINERT etal., 1996; TOPFER-PETERSEN et al., 2005; DRUART
et al., 2013).

Wempe et al. (1992) e Schoneck et al. (1993) estdo entre 0s primeiros a pressupor
as caracteristicas e funcfes das espermadesinas, estes, afirmaram que o papel fisioldgico
dessas proteinas estaria ligado ao processo de capacitacdo, reconhecimento e ligacdo entre

0 espermatozoide e o o6cito. Villemure et al. (2003) e Jobim et al. (2003), inferiram que as
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espermadesinas podem estar envolvidas na manutencdo da motilidade espermatica em
caprinos e se ligam a membrana esperméatica durante o transito epididimario atuando na
capacitacdo espermatica. Souza et al. (2009); Silva et al. (2009) e Rodrigues et al. (2013)
concordaram com essa interferéncia na motilidade promovida pelas espermadesinas.
Corroborando com essas afirmacdes, Bergeron et al. (2005) avaliando o plasma seminal de
ovinos, observou que a espermadesina teve atividade ligante a heparina, sugerindo que esta
proteina apresenta um papel similar na capacitacdo espermética ou ligacdo do

espermatozoide no epitélio ovidutal ou a zona pelicida.

Analisando a proteémica do plasma seminal de ovinos, Régo (2010) e Soleilhavoup
et al. (2014) observaram maior concentracdo para as proteinas pertencentes as familias das
BSPs e espermadesinas. Souza et al. (2012) também trabalhando com ovinos, observaram
varias categorias de proteinas e concluiram que estas tém funcdo potencial na protecdo de
espermatozoides, capacitacdo, reacdo acrossbmica e interacdo espermatozoide-odcito.
Avaliando os perfis protéicos de carneiros de alta e baixa congelabilidade, Silva (2014)
observou que proteinas como as espermadesinas foram mais expressas no carneiro de baixa
congelabilidade, da mesma forma Goularte et al. (2014) e Rickard et al. (2015)
correlacionaram varios marcadores protebmicos como responsaveis pela alta ou baixa
resisténcia a congelagdo, esses ultimos atribuiram aos marcadores positivos, ndo uma
maior capacidade de congelagdo, mas sim a uma espermatogénese superior ou funcao
testicular, resultando em espermatozoides mais robustos que sdo capazes de suportar a

pressdo da criopreservacao.

Um trabalho recente de nosso grupo de pesquisa demonstrou que uma proteina de
baixo peso molecular pertencente ao grupo das espermadesinas, pode desempenhar em
ovinos, um papel importante na viabilidade dos espermatozdides, tanto na utilizacdo de
sémen fresco, como congelado (CONDESSA et al., 2017).

1.4.2. Influéncia das proteinas seminais na congelacao do sémen equino

Em equinos, Reinert et al. (1996), Topfer-Petersen et al. (2005) afirmaram que a
espermadesina equina (HSP-7) tem a capacidade de ligar-se a carboidratos da zona
pelicida, desempenhando assim um importante papel como molécula de adesao primaria,

nas etapas iniciais do processo de fecundagdo. Contudo, em equinos S0 escassos 0S



22

trabalhos que pesquisaram a relagdo dessas proteinas de baixo peso molecular com a

fertilidade ou congelacdo do sémen.

Estudos demonstram que a adicdo do plasma seminal de garanhOes de alta
congelabilidade ao sémen de garanhdes de baixa congelabilidade resulta na resisténcia ao
processo de congelacdo e descongelagdo e proporciona melhora da viabilidade espermatica
pos-descongelacdo (AURICH et al., 1996; FAGUNDES, 2003). O oposto também foi
demonstrado ser wverdadeiro, quando se adicionou sémen de garanhdo de baixa

congelabilidade ao de animais com alta congelabilidade (AURICH et al., 1996).

Varios estudos apontam que a reducdo na proporcéo ou remogdo do plasma seminal
antes do resfriamento e da congelacdo promove melhora na motilidade espermatica pds-
descongelacdo (NISHIKAWA, 1975; JASKO et al, 1991; CROCKETT et al, 2001;
VIDAMENT et al., 2000 e ALGHAMDI, etal., 2002).

Monteiro (2013) demonstrou em garanhfes sub-férteis, que 0s espermatozoides
recuperados da cauda do epididimo, 0s quais consequentemente nao tiveram contato prévio
com secrecOes das glandulas acessorias, possuem maior qualidade e fertilidade quando
comparados com o do ejaculado, demonstrando desta forma o efeito deletério das

secre¢des das glandulas acessdrias sobre a viabilidade espermatica nestes animais.

Jobim et al. (2011) avaliando as proteinas do sémen de garanhGes de alta e baixa
congelabilidade, verificaram diferencas no perfil protéico entre estes. Destacaram as
proteinas CRISP-3 e HSP-2 como marcadores de alta congelabilidade e as proteinas da
familia HSP-1 associadas a baixa congelabilidade em equinos. J& Garcia et al. (2014),
afirmaram que, tanto a HSP-1 quanto a HSP-2 estdo relacionadas com a baixa fertilidade

em garanh@es.

Silveira (2017) estudando as proteinas do sémen da raca Manga Larga Marchador,
observou que as proteinas da familia CRISP-3, HSP-1 e HSP-2 sdo possiveis candidatas a

marcadores para a congelabilidade.

Fagundes (2003) observou que um "pool” de proteinas do plasma seminal de
equinos, com peso superior a 10 kDa concentradas 10 vezes, adicionadas ao diluente antes
da congelacdo, melhorou a motilidade apds a descongelacdo. Contrariando esse resultado,
Barreto (2007), avaliando o efeito de um "pool" de proteinas do plasma seminal equino
com a massa superior a 10 kDa sobre a congelabilidade e fertilidade do sémen, ndo

percebeu melhora sobre os parametros espermaticos avaliados.
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1.5. Cromatografia de filtracdo em gel segundo Nelsone Cox, (2014)

Para estudar as propriedades especificas das proteinas é necessario realizar a
purificacdo delas, ou seja, separar uma proteina das outras. Para isso, existem Varios
métodos que sdo comumente utilizados. Os métodos mais eficientes para fracionar
proteinas utilizam a cromatografia em coluna, técnica que se utiliza das diferentes
propriedades das proteinas, principalmente as diferencas relacionadas ao tamanho, carga

ou afinidade de ligacao.

Na cromatografia em coluna (Figura R-1), um material solido poroso com
propriedades quimicas adequadas (matriz) é apoiado no interior da coluna, que é
geralmente feita de plastico ou vidro. A fase mével (solucdo) flui através da matriz até sair
da coluna, sendo constantemente substituida pela solucéo fornecida por um reservatério no
topo. A solucdo de proteina a ser separada é colocada no topo da coluna e deixada percolar
pela matriz solida. Mais solucdo é adicionada no topo. A solucdo proteica forma uma
banda no interior da fase mdvel que tem inicialmente a profundidade da solucdo de
proteina aplicada & coluna. A medida que as proteinas migram através da coluna, elas s&o
retardadas em diferentes graus (maior rapidez ou lentidao) por suas diferentes interacbes
com o material da matriz. A banda total de proteina, portanto, se amplia a medida que se
move através da coluna. Tipos individuais de proteinas (como A, B e C, mostradas em azul,
vermelho e verde no esquema abaixo) se separam gradualmente umas das outras, formando
bandas no interior da banda proteica mais larga. A separacdo melhora a medida que o
comprimento da coluna aumenta. Entretanto, cada banda proteica individual também se

alarga com o tempo devido a disperséo por difusdo, processo que diminui a resolucdo.
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Figura R1. Esquema de cromatografia em coluna; A coluna cromatografica é composta pela
fase estacionaria (matriz porosa) e pela fase movel (solugdo). Além da coluna, no esquema é
demonstrado o reservatério (contém a amostra a ser purificada), o detector, o registrador e o
coletor das fragGes purificadas. Fonte: Nelson & Cox, 2014.

AAAAAAAA

Dentre os tipos de cromatografia em coluna, a cromatografia de exclusdo por
tamanho, também chamada de filtracdo em gel, separa as proteinas de acordo com o
tamanho. Neste método, as proteinas grandes emergem da coluna mais cedo do que as
proteinas menores — resultado um tanto contrario ao esperado intuitivamente. A fase sélida
consiste em granulos de polimeros reticulados com poros ou cavidades projetados com um
determinado tamanho. As proteinas grandes ndo podem entrar nas cavidades e, assim,
tomam um caminho mais curto (e mais rapido) através da coluna, ao redor dos granulos.
Proteinas pequenas penetram nas cavidades e sdo retardadas em seu caminho de labirintos

através da coluna, conforme demonstra a Figura R-2.
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Figura R2. Cromatografia de exclusdo por tamanho; A mistura de proteinas é adicionada a
coluna que contém um polimero com ligagGes cruzadas. As moléculas de proteinas separam-se
por tamanho, onde moléculas maiores passam mais livremente, aparecendo nas fragdes iniciais.
Fonte: Nelson & Cox, 2014
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Resumo

As taxas de prenhez com sémen congelado de ovinos séo superiores as de equinos.
A composicéo das proteinas de baixa massa molecular do plasma seminal de ovinos é
apontada como um dos fatores que influenciam positivamente neste efeito, pois nos
equinos, as quantidades destas proteinas sdo bem menores. Esse projeto teve por objetivo
purificar as proteinas de baixa massa molecular existentes no plasma seminal de ovinos e
utiliza-las como adjuvante ao diluente do sémen equino antes da congelacdo, no intuito de
avaliar a possivel melhoria da viabilidade espermatica. Para isso, amostras de sémen de
carneiros foram coletadas e o plasma separado por centrifugacdo. As fracGes protéicas
foram purificadas por técnicas de cromatografia de filtracdo em gel. O sémen
descongelado foi avaliado por meio do sistema computadorizado CASA. Como resultado,
duas fracOes proteicas com massa molecular de 13 e 15 kDa foram isoladas, concentradas e
misturadas ao sémen equino fresco na proporcdo de 0, 1x e 2x, sendo imediatamente
congeladas. As amostras permaneceram congeladas em N liquido até o uso. Apés a
descongelacdo, as analises mostraram que a adi¢do da fracdo 2, de proteinas com 13 kDa,
promoveu efeito inibitorio significativo sobre a motilidade e vigor, enquanto que a adicao
da fracdo 3, com proteinas de 15 kDa, promoveu melhora expressiva no vigor sem afetar a
motilidade. Diferentes fracfes de proteinas do plasma seminal podem ter efeitos distintos

sobre a viabilidade dos espermatozdides de maneira dependente da concentracao.

Palavras-chave: Carneiro, cavalo, proteoma, reproducéo animal.
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Introducéo

A equinocultura é um segmento agropecudrio de grande importancia econémica em
diversos paises do mundo. No Brasil, dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), mostram que a indUstria de equinos cresceu quase 12% ao ano
nos ultimos 10 anos (Lima and Cintra, 2016) . Em 2006 eram 7,5 bilhdes de faturamento
bruto anual, e em 2015 foram 16 bilhdes de reais. Este segmento promove a geracdo de
aproximadamente 610 mil empregos diretos e 2.430 milhdes de empregos indiretos, sendo

responsavel por trés milhGes de vagas de trabalho (Lima and Cintra, 2016).

Segundo estimativa da Organizacdo das NagOes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FAO), mais de 50% dos equinos de todo o mundo se encontram nas Américas,
sendo os Estados Unidos o pais com maior nimero de animais. O Brasil se encontra na
quarta posicdo, com mais de cinco milhdes de equinos em seu territorio, sendo que no

mundo todo existem mais de 50 milhGes de animais dessa especie (FAO, 2016).

Um dos fatores importantes que contribuiram para essa expansdo do mercado dos
equinos foi a utilizacdo e otimizacao das biotecnologias aplicadas a reproducéo, pois estas
proporcionam a obtencdo de um maior nimero de animais melhorados geneticamente, num
espaco de tempo menor (Gomes and Gomes, 2009). Uma das biotecnologias da reproducéo
mais utilizada em equinos € a inseminacdo artificial, que pode ser realizada por meio de
sémen in natura diluido, diluido-transportado, diluido-resfriado-transportado, além do
congelado (Carvalho, 1992), sendo que o método mais empregado nos equinos € o de
sémen resfriado (Loomis, 2006). Contudo, durante muito tempo, 0 uso da inseminagéo
artificial em equinos foi restrito devido a ndo aprovacdo por parte das associacdes de racas
(Samper et al., 2006). Apds a aceitacdo do registro de animais gerados a partir do uso de
biotecnologias por parte de vérias associacdes, foi que houve uma maior difusdo das
técnicas em todo o0 mundo (Papa et al., 2005).

Em muitos paises europeus, grande parte das éguas destinadas a reproducdo sdo
inseminadas, sendo a maioria destas inseminacdes realizada por meio de sémen resfriado
(Aurich and Aurich, 2006). Na Australia, por exemplo, 90% dos potros da raca
Standardbred s&o oriundos de inseminacdo com sémen congelado ou resfriado (Nath et al.,
2010), enquanto que no Brasil, aproximadamente 20% das éguas doadoras de embribes

foram geradas a partir de sémen congelado (Alvarenga et al., 2016).
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A inseminacdo artificial com uso de sémen congelado proporciona inlimeras
vantagens, como propagacdo rapida do DNA de um garanhdo de alto valor genético, uso
do sémen mesmo apds o 6bito do animal, prevencédo do risco de doengas, e principalmente
a estocagem, pois, permite o uso do sémen em longas distancias, sem a necessidade de
tempo pré-determinado para se realizar a inseminagdo apos a colheita do sémen (Miller,
2008; Alvarenga et al., 2016).

O uso do sémen congelado em equinos tem varios pontos positivos, entretanto, de
forma geral, os indices obtidos sdo muito inferiores quando comparados ao sémen fresco
ou refrigerado (Watson, 2000; Terraciano, 2009). Além disso, h4 uma diferenca muito
grande entre garanhdes, no que diz respeito ao processo de criopreservacdo, pois alguns
tém boa qualidade pos-descongelacdo e outros ndo (Gomes et al., 2002; Hartwig et al.,
2014).

O sucesso da tecnica de inseminagdo artificial com sémen congelado ocorre em
algumas espécies, como é o caso dos bovinos e ovinos. Vérios sdo os estudos que
demonstram o éxito da utilizacdo da técnica de inseminacéo artificial usando o sémen
congelado nos bovinos, onde as taxas de prenhez observadas comumente giram entre 40 e
70% (Ayres et al., 2006; Sa Filho et al., 2010), bem como em ovinos, onde taxa de prenhez
também esta entre 40 e 70% (Gil et al., 2003; Fukui et al., 2008; Hiwasa et al., 2009). Em
ambas as espécies (bovinos e ovinos), os indices obtidos na inseminacéo artificial com uso
de sémen congelado sdo satisfatorios, ja nos equinos, estes indices sdo muito variaveis,

oscilando geralmente entre 25 e 50% (Barbacini et al., 2005; Hoffmann et al., 2011).

A comparagéo protedmica do plasma seminal das espécies domésticas mais comuns
evidenciou perfis proteicos bastante distintos. Isso se deve principalmente a diferencas na
contribuicdo relativa das glandulas sexuais acessérias (Druart et al., 2013). Dentre as
proteinas com maior variabilidade no plasma seminal das espécies unguladas, as proteinas
de baixa massa molecular (14—15 kDa) estdo em alta concentracdo, sendo 0 componente
protéico majoritario no plasma seminal de ovinos (Condessa et al., 2017) e nos suinos
(Calvete et al., 1995; Topfer - Petersen et al., 1998). JA no sémen dos equinos, as
guantidades dessas proteinas de baixa massa molecular sdo bem menores que nas demais
espécies domésticas (Reinert et al., 1996; Druart et al., 2013). Um trabalho recente
demonstrou que uma proteina de baixa massa molecular pertencente ao grupo das

espermadesinas, pode desempenhar em ovinos, um papel importante na viabilidade dos
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espermatozdides, tanto na utilizacdo de sémen fresco, como congelado (Condessa et al.,
2017).

E notdrio que, de modo geral, a qualidade do sémen equino se torna muito inferior
apos a congelacdo, o que diminui a taxa de prenhez ao utilizar sémen descongelado dessa
espécie. Por outro lado, o sémen ovino tem uma congelabilidade considerada muito boa
quando comparada & do equino. Partindo deste principio, esse projeto teve por objetivo
purificar as proteinas com baixa massa molecular existentes no plasma seminal de ovinos,
e utiliza-las como adjuvante ao diluente do sémen equino antes deste ser congelado. A
hipGtese que norteia esse projeto é a possivel melhoria da viabilidade espermatica do
sémen equino apods receber suplementagdo com proteinas seminais ovinas de baixa massa

molecular antes do processo de congelacéo.

Material e Métodos

Coleta do sémen

Dezesseis carneiros da raca Dorper com aproximadamente doze meses de idade,
foram utilizados para coleta de sémen por meio de eletroejaculagdo, sendo utilizado o
sémen de 14 destes. O plasma seminal foi separado por centrifugagdo a 670 g por 10
minutos em centrifuga clinica (Metroterm) e, em seguida misturados para formar um pool
plasmatico. Foi adicionado a esta mistura, 5 uL de inibidor de protease P9599 (Sigma)

para evitar degradacdo da amostra.

O sémen eqino foi coletado por meio de vagina artificial modelo Botucatu, de um
unico animal da raca quarto de milha, de cinco anos de idade, que atendeu as normas do
Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA). Esse animal selecionado era
pertencente a uma Central de Coleta de Sémen do municipio de Umuarama, Parand, e

estava em rotina de coleta de sémen.

Purificacdo das proteinas

Um volume de 200 pL de plasma seminal ovino foi inserido em uma coluna
cromatografica de 27 x 1,5 cm (altura x didmetro) contendo resina Sephadex G25 (GE Life
Sciences) equilibrada com tampao Tris-HCI 20 mM, pH 8,0 num fluxo de 1,4 mL.min~t. A

eluicdo da amostra foi monitorada em 214 nm em um espectrofotometro UV-Vis
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(Shimadzu UV-1650PC). Os picos de eluigdo correspondentes as diferentes proteinas
foram coletados separadamente e concentrados em concentradores Amicon 10.000 MWCO
(Millipore) a 4 °C. A fracdo eluida que continha as proteinas de interesse foi concentrada
até 100 pL e inserida em outra coluna cromatogréafica de 51 x 1,5 cm (altura x didmetro)
contendo resina Sephacryl S200 (GE Life Sciences) equilibrada com o mesmo tampéo no
mesmo fluxo de elui¢do, passando varias vezes para ndo saturar a coluna. A pureza das
amostras e o perfil eletroforético das proteinas do plasma seminal ovino foram obtidos por
meio de SDS-PAGE a 15% corada com nitrato de prata (Laemmli, 1970). As proteinas
foram dosadas pelo método de Biureto por meio de kit diagndstico da Gold Analysa®. Ao

final, as proteinas de interesse foram congeladas a —20 °C até o momento do uso.

Congelacao do sémen equino

Foi utilizado o método de congelacdo de sémen equino proposto por (Kneissl,
1993), onde, primeiro realiza-se a refrigeracdo, e posteriormente a congelagdo em
nitrogénio liquido. Para isso, o sémen total coletado foi avaliado quanto & motilidade e
vigor, bem como, foi feita a avaliacdo da concentracdo espermatica com a Camara de
Neubauer. Todos os parametros avaliados estavam de acordo com os padrées minimos
descritos pelo CBRA. Apds a coleta, o sémen foi acrescido de diluente para transporte
(Botusémen/Botupharma®). Em seguida foi centrifugado a 670 g por 10 min. O plasma
seminal (sobrenadante) foi descartado. O volume do precipitado foi de aproximadamente
3.750 pL e, a ele foi adicionado o diluente comercial para congelagédo de sémen equino
(Botucrio, Botupharma®), na proporgdo de 1:1, totalizando 7.500 pL. Esta solucéo foi
dividida em cinco microtubos com 1500 uL cada. A proporcdo de proteina adicionada no
sémen seguiu a regra de 0 (controle), 1x e 2x. Para isso, no primeiro microtubo nada de
proteina foi adicionada (controle). No segundo microtubo foi adicionado 40 uL da fracéo
isolada 2 (1xP2), e em outro microtubo foi adicionado 80 pL da fragdo isolada 2 (2xP2).
No quarto microtubo foi acrescentado 70 pL da fracdo isolada 3 (1xP3) e, no ultimo
microtubo foi adicionado 140 puL desta mesma fracdo (2xP3). Cada uma das solucdes dos
microtubos foi envasada em seis palhetas de 250 uL cada, ficando com aproximadamente
20 milhdes de espermatozoides viaveis em cada palheta. Em seguida, as palhetas foram
refrigeradas a 5 °C por 20 min. Apds a refrigeracdo, as palhetas foram expostas ao vapor

do nitrogénio liquido na posi¢do horizontal, a uma distancia de 4 cm da superficie do
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liquido por 15 min. Apds este procedimento, todas as palhetas foram mergulhadas no
nitrogénio liquido de maneira simultanea e, em seguida armazenadas em botijao criogénico

na presenca de nitrogénio liquido.

1x 2x 1% 2%
Pico2 Pico 2 Pico 3 Pico 3
0 40 pL 80 pul 70 pL 140 pL
1.500 pl 1.500 pl 1.500 pl 1.500 pl 1.500 pl
sémen sémen sémen sémen sémen
diluide diluido diluido diluido diluide
N e/ | S N/

6 palhetas 6 palhetas 6 palhetas 6 palhetas 6 palhetas

de 250 pl de 250 pl de 250 pl de 250 pl de 250 pl

Figura 01. Design experimental ilustrando as concentracbes das fragdes
protéicas nos diferentes grupos/tubos tratados.

Andlise da viabilidade espermatica pds-descongelacao

Para as avaliagdes seminais pds descongelacdo foi usado o sistema automatizado
CASA (Computer Assisted Sémen Analysis), software AndroVision® (Minitib,
Tiefenbach, Alemanha), que visualiza, digitaliza e analisa sucessivas imagens dos
espermatozoides, fornecendo informacgdes acuradas, precisas e significativas da cinética
individual das células, e também valores estatisticos sumarizados da populacdo global
(Quintero-Moreno et al., 2003).

Cada amostra de sémen foi retirada do botijéo criogénico e descongelada em banho
maria a 37°C por 30 segundos. Logo apds a descongelacéo, foi adicionada uma amostra de
10 puL de sémen de cada palheta para avaliagdo no CASA. Uma camara de leitura (Leja®
standard count, SC20.01.FA, 20 micron) foi utilizada, e através do microscopio e do
sistema computadorizado, trés campos distintos de cada amostra foram registrados e
avaliados automaticamente. Os seguintes parametros foram avaliados pelo sistema:
motilidade total (MT; %), motilidade progressiva (MP; %), velocidade curvilinea (VCL,;
um/s), velocidade retilinea (VSL; um/s), velocidade de trajeto (VAP; pm/s), distancia
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curvilinea (DCL; um), distancia em linha reta (DSL; pum), distancia percorrida do trajeto
médio (DAP; um), amplitude do deslocamento lateral de cabega (ALH; pum), frequéncia de
batimentos de cauda (BCF; Hz), coeficiente de oscilacdo (WOB), linearidade (LIN) e
retilinearidade (Arruda, 2000).

Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o programa Origin 6.0 por meio do

teste t com nivel de significancia de 5%.

Comité de Etica

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Maringd (CEUA/UEM) sob protocolo n°® 2253120516, em
atendimento a Lei 11794/2008.

Resultados e Discussao

Purificacdo das proteinas do plasma seminal ovino

Optamos por purificar as proteinas de baixo peso molecular (entre 13 e 15 kDa) do
sémen dos ovinos, devido a alta expressdo desse tipo de proteinas nessa espécie, somado

ao fato de que nos equinos a concentracao € baixa.

Foram coletados em torno de 500 uL de sémen de cada carneiro onde, apos a
separacdo do plasma por centrifugacdo, as amostras foram misturadas para formar um pool

plasmatico. As fracGes de proteinas presentes nesta mistura estdo mostradas na figura 02.
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Figura 02. Gel SDS-PAGE a 15% mostrando as proteinas do plasma
seminal de ovinos. Os pocos 1 e 6 mostram as fragdes totais do plasma
seminal em 2 diferentes concentragdes. Os pocos 2 e 4 mostram a banda
correspondente ao pico 2 da figura 03B. Os po¢os 3 e 5 mostram a banda
correspondente ao pico 3 da figura 03B. O pogo 7 mostra o marcador
Sigma Marker wide range S8445.

Os componentes majoritarios do plasma seminal de carneiros da raca Dorper
correspondem a duas proteinas de massa molecular entre 13 e 15 kDa (figura 02),
semelhante ao observados em carneiros da raca Texel (Condessa et al., 2017), pertencentes
ao grupo das espermadesinas e das proteinas que contém dominios de fibronectina de tipo
I (Bergeron et al., 2005).

A separagdo das proteinas do plasma seminal ocorreu inicialmente por filtracdo em
gel de Sephadex G25 (figura 03A). Esta etapa tinha por objetivo separar as proteinas dos
componentes ndo protéicos da amostra. Para isso, uma aliquota de 200 pL de plasma
seminal foi inserida na coluna. A eluicdo correspondente ao pico com as proteinas foi
identificada por SDS-PAGE e concentrado até 100 uL para ser inserido na segunda coluna
contendo gel Sephacryl S200 (Figura 03B) onde ocorreu separacdo dos diferentes

componentes protéicos.
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Figura 03. (A) Perfil de eluigdo do plasma seminal em gel de
Sephadex G25. O pico 1 que continha as proteinas seminais foi
concentrado e inserido na segunda coluna. (B) Perfil de eluigdo
das proteinas do plasma seminal em gel de Sephacryl S200. Os
picos 2 (fracdo 2) e 3 (fracdo 3) correspondem as proteinas com

massa molecular préxima de 15 kDa.

As proteinas correspondentes aos picos 2 e 3 da figura 03B foram coletadas
separadamente e, de acordo com SDS-PAGE (figura 02), correspondem as fracOes
proteicas com massa molecular proxima de 13 kDa (fragcdo 2, proteinas 2) e de 15 kDa
(fracdo 3, proteinas 3). O pico 4 da figura 03B continha uma fracdo protéica com
aproximadamente 7 kDa, portanto, ndo pdde ser aproveitada pois, devido ao limite de corte
da membrana do concentrador, somente proteinas maiores que 10 kDa podiam ser
concentradas. O pico 1 da figura 03B continha todas as fracfes protéicas com massa

molecular superior a 16 kDa, e essas proteinas ndo foram utilizadas nos ensaior.
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E interessante notar que proteinas com 13 e 15 kDa seriam praticamente
inseparaveis pelo método de filtracdo em gel, devido & massa molecular muito proxima.
Contudo, uma vez que as condi¢cdes de extracdo nao foram desnaturantes, e que as
proteinas maiores tendem a eluir primeiro na coluna de filtracdo em gel, torna-se evidente
que as proteinas contidas na fracdo 2 se associem para formar unidades oligoméricas
maiores como dimeros ou tetrdmeros na sua unidade bioldgica (funcional), o que Ihe

conferiu massa molecular maior, permitindo sua separacao.

Ap0s concentradas, a dosagem do teor de proteinas mostrou que a fracdo 2 continha

0,64 g.dL™! e a fragdo 3 continha 0,46 g.dL~* (6,4 e 4,6 mg.mL! respectivamente).

Criopreservagéo do sémen equino tratado

O fato de ter sido adicionado diluente para transporte ao sémen, e este ter sido
centrifugado para remocdo do sobrenadante, fez com que grande parte das proteinas do
plasma seminal fosse removida neste processo. A adicdo do diluente para congelacao
diluiu ainda mais o pequeno teor de proteinas do sémen que poderiam ter ficado. O
baixissimo teor das proteinas plasméticas remanescentes na amostra seminal contribuiu

para que do efeito isolado das proteinas que foram adicionadas se tornasse mais destacado.

Apds a adicdo das proteinas de carneiro, o teor acrescido de proteinas nas amostras
foi de 0,017 g.dL* no tubo 1xP2, de 0,034 g.dL! no tubo 2xP2, de 0,021 g.dL! no tubo
1xP3 e de 0,042 g.dL! no tubo 2xP3. Em seguida, as amostras de sémen equino tratadas
foram congeladas no dia 13 de novembro de 2017 e foram estocadas em botijdo criogénico
juntamente com a amostra controle sem tratamento e, descongeladas para andlises no dia

18 de dezembro de 2017, ficando congeladas por trinta e cinco dias.

As anélises dos parametros da viabilidade espermatica para o sémen descongelado
acrescido da fracdo 2 estdo representadas na figura 04. Considerando uma margem de erro
de 5%, ndo foram observadas mudancas significativas na maioria dos parametros avaliados,
embora uma tendéncia significativa & diminuicdo da motilidade total e da motilidade

progressiva seja observada (tabela 01).
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Figura 04. Pardmetros da viabilidade espermatica fornecidos pelo CASA nas trés concentragdes
avaliadas da fragdo 2. Cada ponto no gréafico representa a média de avalia¢des de cinco palhetas
descongeladas.

A tabela 01 mostra os valores obtidos para cada parametro avaliado pelo CASA em
cada uma das condi¢0es tratadas, acrescidas da fracdo 2. Dos 13 parametros avaliados, dez
pioraram, sendo cinco de forma significativa (p>0,05). Em funcdo destes resultados,
concluimos que a adicdo da fracdo 2, que tem massa molecular menor (~13 kDa) levou a

uma piora na viabilidade espermatica pds-descongelagéo.
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Tabela 01. Valores obtidos dos pardmetros avaliados pelo CASA em
cada uma das concentragdes testadas (negrito) para o sémen tratado
com a fragdo 2. A coluna "% relativa" mostra o quanto a condi¢édo
variou em relacdo ao controle. Valores positivos indicam melhora
enguanto que valores negativos indicam piora na condi¢do.
Condicao/Tratamentos
Parametro % %
0 1x  relativa 2x  Relativa

Motilidade Total (%) 35,01 38,10 8,83 30,53 -12,80
Mot. Progressiva (%) 27,50 31,50 1454 23,49  -14,57

VCL (um/s) 60,44 5829 -3556 55,76 -7,75
VSL (um/s) 32,85 3253 -098 32,80 -0,17
VAP (um/s) 36,72 36,04 -1,86 35,55 -3,20
DCL (pm) 20,04 20,56 2,62 1891 -5,62
DSL (um) 826 894 818 882 6,78
DAP (um) 10,03 1057 534 10,04 0,08
ALH (um) 066 060 -861 057 -13,90
BCF (Hz) 6,79 7,20 6,04 6,53 -3,83
WOB 0,60 0,60 -0,66 0,59 -2,98
LIN 0,54 0,54 0,00 0,53 -2,22
Retilinearidade 0,88 0,90 1,47 0,90 1,81

Ao considerar a motilidade, observa-se pelos dados da figura 04 e da tabela 01, que
a adicdo da fracdo 2 em baixa concentracdo (1x) promoveu uma pequena melhora. Porém,
ao acrescentar o dobro de sua concentracdo (2x), o resultado foi uma perda muito maior na
motilidade. Os parametros relacionados a velocidade dos espermatozoides (VCL, VSL e
VAP) também apresentaram uma tendéncia de piora. O Unico parametro em que foi
observada melhoria significativa nas duas concentra¢cfes da adi¢cdo da fracdo 2 foi o DSL,
porém, ndo observamos relevancia neste parametro de forma isolada. Deste modo,
concluimos que adi¢bes da fracdo 2 de proteinas levou a uma piora na viabilidade

espermatica.

A figura 05 representa a avaliacdo da viabilidade espermaética para o sémen
descongelado que recebeu a fracdo 3. Os parametros motilidade total e motilidade
progressiva ndo sofreram alteracbes nas duas concentragOes testadas. Contudo, 0s
parametros velocidade curvilinear (VCL), velocidade retilinea (VSL) e velocidade do
trajeto (VAP) foram significativamente superiores em funcdo do aumento da concentracéo
da fracdo 3, em relagdo ao grupo controle. Os demais pardmetros permaneceram

praticamente inalterados com os tratamentos.
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Figura 05. Pardmetros da viabilidade espermatica fornecidos pelo CASA nas trés condicOes avaliadas da
fracdo 3. Cada ponto no grafico representa a média de cinco avalia¢des (palhetas descongeladas).

A tabela 02, apresenta os dados da viabilidade espermaética obtido pelo CASA, a
partir do sémen descongelado que foi previamente adicionado da fracdo 3 (proteinas de 15
kDa). Na concentracdo 1x da fracdo 3 verifica-se que, dentre os 13 parametros avaliados,
apenas um apresentou piora em relacdo ao grupo controle, enquanto que na concentragéo
2x da fragdo 3, cinco parametros apresentaram resultados piores que o grupo controle
(p>0,05).

De modo geral, neste tratamento como um todo, os trés parametros que avaliam a
velocidade/rapidez apresentaram expressiva melhora em relagéo ao grupo controle, sendo
eles: velocidade curvilinear (VCL), velocidade retilinea (VSL) e velocidade de trajeto
(VAP).

O parametro VCL é a velocidade da trajetéria real do espermatozoide, € sempre a
maior das trés velocidades e serve como elemento de calculo para a linearidade; o

parametro VSL ¢ a velocidade media em funcédo da linha reta estabelecida entre o primeiro
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e 0 ultimo ponto da trajetoria do espermatozoide, e é sempre a mais baixa das trés
velocidades; o VAP é a velocidade da trajetéria média do espermatozoide, e o seu valor

depende da regularidade da trajetdria da cabeca espermatica (Verstegen et al., 2002).

Existe relacdo positiva para os valores de VAP, VSL e VCL com a taxa de
fertilidade, sendo os trés parametros significativamente maiores em amostras que
produzem mais de 50% de odcitos fertilizados do que naquelas onde a taxa de fertilizacado

de odcito é menor que 50% (Verstegen et al. 2002)

Tabela 02. Valores obtidos dos parametros avaliados pelo CASA em
cada uma das concentracfes testadas (negrito) para o sémen tratado
com a fracdo 3. A coluna "% relativa" mostra o quanto a condicéo
variou em relacdo ao controle. Valores positivos indicam melhora
enguanto que valores negativos indicam piora na condicéo.

Condicio/Tratamentos
Parametro % %
0 1x relativa 2x  relativa

Motilidade Total (%) 35,01 37,10 5,97 35,40 1,11
Mot. Progressiva (%) 27,50 29,52 7,35 26,95 -1,98

VCL (um/s) 60,44 64,28 6,34 78,52 29,91
VSL (um/s) 32,85 37,50 14,14 53,17 61,85
VAP (um/s) 36,72 40,85 11,23 56,40 53,60
DCL (um) 20,04 22,73 1345 18,74  -6,46
DSL (um) 826 10,55 27,67 7,99 -3,24
DAP (um) 10,03 12,12 20,83 941 -624
ALH (um) 066 064 -393 061 -846
BCF (Hz) 6,79 820 20,77 6,04 -11,10
WOB 0,60 0,63 497 0,66 8,94
LIN 0,54 0,58 7,41 0,61 12,22
Retilinearidade 0,88 0,91 3,17 0,91 3,17

A analise conjunta dos dados das figuras 04 e 05, mais as tabelas 01 e 02 sugerem
que a adicdo de concentracBes mais baixas (1x) das proteinas de baixa massa molecular
promoveu uma melhora no parametro motilidade quando adicionado da fracéo proteica 2 e,
melhora no vigor quando adicionado da fragdo proteica 3, sem promover alteracdes

significativas nos demais parametros avaliados.

Por outro lado, a adicdo de concentracdo mais alta da fracdo 2 (2x) promoveu perda

da motilidade. Estes resultados estdo de acordo com outros estudos que descrevem que
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uma pequena proporcdo de proteinas do plasma presentes no sémen antes da congelagéo,
promove uma melhor motilidade espermatica, quando comparado com o sémen resfriado
ou criopreservado com altas taxas de proteinas do plasma seminal (Braun et al., 1994;
Alghamdi et al., 2002).

Almeida (2006), avaliando os efeitos de diferentes concentragdes de plasma
seminal na protecdo contra o estresse oxidativo e danos na viabilidade da célula
espermatica pos-descongelacdo, percebeu que amostras com 5% de plasma se comportam
de maneira semelhante a 0%, e concluiram que o plasma seminal possui efeito antioxidante
durante a criopreservacdo, mas esse efeito ndo protege a viabilidade das células
espermaticas de outros danos promovidos pela criopreservacao, podendo acentuar os danos

quando as concentracdes de plasma ultrapassam 25%.

Embora as proteinas presentes nas fracdes 2 e 3 ainda ndo tenham sido identificadas,
esta constatacdo vai de encontro aos fatos observados por (Schoneck et al., 1996) de que a
adicdo da proteina seminal de baixa massa molecular (espermadesina aSFP) em sémen de
touros, quando em baixa concentracdo, possui efeito estimulante sobre a motilidade, porém,

efeito inibitério quando em alta concentracéo.

O cavalo que doou o sémen utilizado neste ensaio j& era considerado um good
freezer, pois seu sémen sempre apresentara boa taxa de viabilidade ap6s a descongelacéo.
A adicdo de uma concentracdo mais alta (2x) da fragdo 3 de proteinas praticamente ndo
teve nenhum efeito sobre a motilidade, porém, melhorou o vigor dos espermatozoides em
48,5% considerando a média dos trés parametros (VCL, VSL e VAP). Em resumo, a
presenca da fracdo 3 de proteinas até o limite da concentragdo utilizada, ndo influenciou na
motilidade, mas influenciou positivamente no vigor, conseguindo melhorar algo que ja era

considerado bom.

Estudos de analise protedbmica (Barrios et al., 2000) e de caracterizacdo bioquimica
(Barrios et al., 2005) do plasma seminal de carneiros europeus da raca Rasa aragonesa,
mostraram que a suplementagdo do sémen com duas proteinas de baixa massa molecular
(14 e 20 kDa) da propria espécie, preveniram danos a membrana celular dos
espermatozdides provocados por choque frio durante a congelacdo, podendo inclusive
reverter danos causados pela congelagdo, em espermatozdides sem tratamento prévio.
Indicios deste tipo de protecéo ja haviam sido reportados por nosso grupo de pesquisa por

meio de simulagdes computacionais e estudos de ensaios de desnaturagdo termica em
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espermadesinas de carneiros da raca Texel (Condessa et al., 2017). Contudo, estudos que
visam avaliar o possivel efeito protetor & membrana celular dos espermatozdides de

equinos ainda precisam ser realizados por microscopia eletrénica de varredura.

Conclusoes

Os componentes majoritarios do plasma seminal de carneiros da raca Dorper
correspondem a duas proteinas com massas moleculares de aproximadamente 13 e 15 kDa

e foram separadas com sucesso por cromatografia de filtragdo em gel.

A adicdo da fracdo 2 de proteinas do plasma seminal de carneiros da raga Dorper ao
sémen de cavalo antes da congelacdo, promoveu um efeito estimulante da motilidade
guando em concentracdo mais baixa, porém, um efeito inibitério expressivo sobre este

parametro, quando em concentragdo mais alta.

A adicdo da fracdo 3 de proteinas do plasma seminal de carneiros da raga Dorper ao
sémen de cavalo antes da congelacdo promoveu um efeito estimulante da motilidade
guando em concentracdo mais baixa, porém, nenhum efeito sobre este parametro quando
em concentragcdo mais alta. Contudo, promoveu um efeito estimulante sobre o vigor em

progressdo exponencial & sua concentracao.
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Ensaios em andamento e perspectivas futuras

Considerando nossos resultados que demonstraram que proteinas diferentes
desempenharam efeitos distintos na viabilidade pds-descongelagdo nos espermatozdides de
equino, torna-se importante a correta identificacdo de cada uma destas proteinas. Deste
modo, para que este trabalho possa estar concluido a ponto de ser submetido a uma revista
cientifica, é necessario identificar as fracfes 2 e 3 de proteinas do plasma seminal de

carneiros da raca Dorper, as quais foram utilizadas como adjuvantes do sémen de equino.
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Para isso, a purificacdo de um novo lote com as fraces das proteinas 2 e 3 sera submetido
a estudos de espectrometria de massa para a correta identificacdo destas proteinas.

Como perspectiva futura seria interessante, do ponto de vista tecnolégico, avaliar o
quanto a adicdo da fracdo 3 do plasma seminal ovino no sémen equino, poderia influenciar
em: 1) Na viabilidade de cavalos (individuos) considerados bad freezers. 2) No processo
de fertilizacdo in vitro, uma vez que existem aspectos imunoldgicos e bioquimicos
envolvidos ao se adicionar proteinas estranhas a uma dada espécie, 0s quais devem ser
considerados para ensaios in vivo. 3) Em havendo influéncia positiva é possivel considerar
a expressdo heterologa da fracdo 3 de modo a se obter uma quantidade suficiente para
repetir este ensaio em outras ragas de cavalos. 4) Analisar por meio de microscopia

eletrnica de varredura, os possiveis efeitos protetores na membrana do espermatozoide.
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ANEXO 1
Normas de submisséo do artigo para a revista Animal Reproduction Science

PEER REVIEW

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed by the editor
for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of two
independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible for the
final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final.

ARTICLE STRUCTURE

Manuscripts should have numbered lines with wide margins and double spacing throughout, i.e. also for
abstracts, footnotes and references. Every page of the manuscript, including the title page, references, tables,
etc., should be numbered. However, in the text no reference should be made to page numbers; if necessary,
one may refer to sections. Avoid excessive usage of italics to emphasize part of the text.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature survey or
a summary of the results. The introduction "sets the scene™ for your work. Do not over-reference statements;
two or three keyreferences should suffice unless each adds something specific. The introduction should not
normally be more than 500 words (approximately two manuscript pages).

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods that are
already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly from a previously
published method, use quotation marks and also cite the source. Any modifications to existing methods
should also be described.

Results
Results should be clear and concise.
Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results and
Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand alone
or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

ESSENTIAL TITLE PAGE INFORMATION

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations
and formulae where possible.

« Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s) of each
author and check that all names are accurately spelled. You can add your name between parentheses in your
own script behind the English transliteration. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work
was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the
author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation,
including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing and
publication, also post-publication. This responsibility includes answering any future queries about
Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details are kept up
to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was done, or
was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be indicated as a footnote to that
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author's name. The address at which the author actually did the work must be retained as the main, affiliation
address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

ABSTRACT

A concise and factual abstract is required of not more than 250 words. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be
avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online article.
The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form designed to
capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the
online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x
w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen
resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example
Graphical Abstracts on our information site. Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to
ensure the best presentation of their images and in accordance with all technical requirements.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey the
core findings of the article and should be submitted in a separate editable file in the online submission system.
Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including
spaces, per bullet point). You can view example Highlights on our information site.

KEYWORDS

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and avoiding
general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing with abbreviations:
only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing
purposes.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do not,
therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those individuals
who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the
article, etc.).

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements: Funding: This
work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyy]; the Bill & Melinda
Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes of Peace [grant number
aaaal.

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research institution,
submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or not-for-
profit sectors.

Authors and editors are, by general agreement, obliged to accept the rules governing biological nomenclature,
as laid down in the International Code of Botanical Nomenclature, the International Code of Nomenclature of
Bacteria, and the International Code of Zoological Nomenclature. All biotica (crops, plants, insects, birds,
mammals, etc.) should be identified by their scientific names when the English term is first used, with the
exception of common domestic animals. All biocides and other organic compounds must be identified by
their Geneva names when first used in the text. Active ingredients of all formulations should be likewise
identified.
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Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (Sl). If other
quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You are urged to consult IUB: Biochemical
Nomenclature and Related Documents for further information.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in line
with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small fractional terms,
e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often more conveniently
denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if
referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise, please indicate the
position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately at the end of the article. Do not
include footnotes in the Reference list.

ARTWORK

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or use
fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

« Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.
* Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then please
supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is finalized,
please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for
line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of 500 dpi.
Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a low
number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

« Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or MS Office
files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color figures
then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color online (e.g.,
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ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the
printed version. For color reproduction in print, you will receive information regarding the costs from
Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or online
only.

TABLES

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the relevant text in
the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in accordance with their
appearance in the text and place any table notes below the table body. Be sparing in the use of tables and
ensure that the data presented in them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid
using vertical rules and shading in table cells.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any further
information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.), should also be
given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if
desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them in your
text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the following
elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year, and global persistent
identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly identify it as a data reference.
The [dataset] identifier will not appear in your published article.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language styles , such
as Mendeley and  Zotero, as well as EndNote . Using the word processor plug-ins from these products,
authors only need to select the appropriate journal template when preparing their article, after which citations
and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for
this journal, please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link: http://open.mendeley.com/use-citation-style/animalreproductionscience

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plugins for
Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of publication;
2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al." and the year of publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first alphabetically,
then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al. (2010) have
recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if necessary.
More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by the letters ‘a’, 'b", 'c',
etc., placed after the year of publication.

Examples:
Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci. Commun.
163, 51-59.
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Reference to a book:
Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.
Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith, R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.

Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese oak wilt
disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1. https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.



