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RESUMO

Proteinas presentes no plasma seminal (PS) vém sendo estudadas em relacdo a niveis
reprodutivos de fertilidade ou infertilidade, em vérias espécies de mamiferos,
particularmente em animais domésticos. As proteinas do plasma seminal equino 1
(HSP-1) e 2 (HSP-2) séo as proteinas mais abundantes nesta espécie. O objetivo deste
estudo foi investigar a concentracdo das proteinas HSP-1/2 presentes no plasma seminal
bem como o contetdo de proteina total, em garanhfes adultos durante a estacéo
reprodutiva e fora dela, para determinar se essas concentragdes estdo relacionadas com a
fertilidade. O PS foi obtido a partir de 42 ejaculados de 11 garanhdes adultos (3-25
anos). Os animais foram alocados em dois grupos (alta e baixa fertilidade) de acordo
com as taxas de prenhez de éguas e dos dados de viabilidade do sémen avaliados no
primeiro dia de coleta. As concentragdes das HSP-1/2 (mg/mL) foram medidas e
analisadas por um sistema de Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia utilizando uma
coluna UHPLC. Houve diferenca significativa (P<0,05) na concentracdo de proteinas
totais e das proteinas HSP-1/2 (mg/mL, média £ DP) entre os ejaculados de animais de
alta e baixa fertilidade. N&o houve diferenga na concentragéo das HSP-1/2 no primeiro e
segundo ejaculados de garanhdes de alta fertilidade, tanto dentro ou fora da estacdo
reprodutiva. O PS de animais classificados no grupo de baixa fertilidade apresentou
diferenga significativa (P<0,05) na concentragdo das HSP-1/2 entre o primeiro e
segundo ejaculado, tanto no periodo da estacdo reprodutiva quanto fora dele. Em
conclusdo, a concentracdo das principais proteinas do plasma seminal em garanhdes, as
HSP-1/2, foi maior em ejaculados de garanh@es de baixa fertilidade, 0 que ndo parece
ser influenciado pelo periodo de coleta, podendo assim, ser indicada como biomarcador

da baixa fertilidade em garanhdes.

Palavras-chave: garanhdo, UHPLC, temporada de monta, plasma seminal



ABSTRACT

Seminal plasma (SP) proteins have been assessed in relation to reproductive fertility
levels or infertility, in several species of mammals, particularly domestic animals. Horse
seminal plasma proteins 1 (HSP-1) and 2 (HSP-2) are the most abundant proteins in
equine seminal plasma. The aim of this study was to investigate in adult stallions the
concentrations of seminal plasma HSP-1/2 and total protein in the breeding season and
non-breeding season and to determine if these concentrations were related with fertility.
SP was obtained from 42 ejaculates of 11 adult stallions (3-25 yrs). Stallions were
allocated into two groups (good and poor fertility) according to pregnancy rates of
mares, and to their semen viability data in the first collection day. Seminal plasma HSP-
1/2 concentrations (mg/mL) were measured and analyzed by an Ultra High Performance
Liquid Chromatography using a UHPLC column. There were significant differences
(P<0.05) in total protein and HSP-1/2 concentration (mg/mL, mean + SD) in the
ejaculates from good and poor fertility stallions. The HSP-1/2 concentration did not
show differences in the first and second ejaculates of good fertility stallions in both the
non-breeding and breeding season. SP of stallions classified as poor fertility showed
significant difference (P<0.05) in HSP-1/2 concentration between the first and second
ejaculate in both the non-breeding and breeding season. In conclusion, the concentration
of the major proteins of stallion seminal plasma HSP-1/2 was higher in ejaculates from
stallions with poor fertility, is not influenced by the season and could serve as

biomarker for poor fertility in stallions.

Key words: stallion, UHPLC, breeding season, seminal plasma
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1 INTRODUCAO

Dentre os fatores que causam baixo indice de produtividade na equinocultura, os
que concernem ao macho se revestem de prioridade. Sabe-se que o garanhao apresenta
importancia relevante na multiplicacdo do rebanho, uma vez que na monta natural é
capaz de servir um namero significativo de éguas e, através da inseminacgdo artificial
este nUmero pode elevar-se muito. Logo, selecionar reprodutores superiores quanto a
qualidade e fertilidade do sémen reveste-se da maior relevancia econémica.

Um dos pontos de estrangulamento da reproducdo equina é a frequéncia com
que sdo encontrados garanhdes selecionados quanto aos aspectos do desempenho, além
da conformacdo e que, entretanto, demonstram dificuldade na obtencdo de indices
adequados de fertilidade, apesar destes animais apresentarem quadros espermaticos
fisioldgicos quanto aos aspectos fisicos e morfoldgicos.

Considera-se que a taxa de prenhez de cada reprodutor é um dos principais
indicadores do seu desempenho reprodutivo, mas esta informacdo torna-se disponivel
somente quando o animal ja se encontra em fase reprodutiva. Portanto, a expectativa de
se dispor de marcadores ou parametros que auxiliem a indicacdo do potencial
reprodutivo do animal tem sido objeto de indmeras pesquisas nas Ultimas décadas.
Pardmetros como motilidade e morfologia espermatica sdo comumente usados para
avaliar o potencial da capacidade fecundante de amostras de sémen, mas ainda
apresentam limitada relacdo com os indices de fertilidade in vivo dos animais. A
existéncia de reprodutores de baixa fertilidade com parametros aparentemente normais
de qualidade espermaética constitui-se em importante observacdo e tem estimulado
trabalhos que busquem uma explicacdo para esta ocorréncia, portanto testes mais
precisos necessitam ser desenvolvidos para avaliacdo dos reprodutores.

A selecdo de garanhdes férteis ou a predicdo de sua fertilidade utilizando
biomarcadores & de extrema importancia ao futuro reprodutivo desses animais.
Recentemente, pesquisas tém sido focadas na identificagdo de marcadores para
fertilidade a nivel genébmico ou protedmico para determinadas caracteristicas de
interesse zootécnico, 0 que podera contribuir significativamente na escolha de animais
geneticamente superiores.

Conhecer os fatores que interferem na fertilidade do sémen se reveste de grande

importéncia, e realizar uma selecdo precoce e acurada de garanhGes que serdo futuros
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reprodutores permitird a reducdo dos custos envolvidos com a manutengdo de animais
ndo aptos a reproducdo, justificando plenamente esta busca.

Assim, a pesquisa relatada nesta dissertacdo teve como objetivos avaliar a
concentracdo das proteinas totais e das proteinas HSP-1 e HSP-2 do plasma seminal de
equinos, na estacdo e fora da estacdo reprodutiva e verificar a relagdo destas
concentragOes com a fertilidade dos garanhdes.



12

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Plasma Seminal

O plasma seminal é o fluido no qual os espermatozoides estdo suspensos na
ejaculacao, fornece o meio de sobrevivéncia e transporte espermatico; seu volume e
composicdo variam muito entre as espécies (MANN; LUTWAK-MANN, 1981).
Variagbes na composicdo do plasma seminal de diferentes machos tém sido
relacionadas a diferentes indices de fertilidade (KILLIAN; CHAPMAN; ROGOWSKI,
1993; BELLIN; HAWKINS; AX, 1994; BELLIN et al., 1996; BRANDON et al., 1999;
KOISTINEN et al., 2000; MOURA et al., 2006) e congelabilidade (RONCOLETTA et
al., 2000; BARRIOS et al., 2000; JOBIM, 2001; JOBIM et al., 2004; HIRON et al.,
2006; BERGERON et al., 2007; MANJUNATH et al.,, 2007; REBOLLEDO et al.,
2007; ASADPOUR et al., 2007; CASAS et al., 2009).

O plasma seminal é um fluido complexo onde encontramos grandes quantidades
de &gua, ions inorganicos, acido citrico, agucares, sais organicos, prostaglandinas e um
namero variado de proteinas que servirdo de tampdo, mantendo uma osmolaridade e pH
adequados, além de proporcionar fontes de energia para o metabolismo espermatico,
tanto aerobico como anaerébico (MANN; LUTWAK-MANN, 1981). E sem duvida, séo
as proteinas secretadas as que contribuem de forma mais relevante na regulacdo da
maior parte das funcdes espermaéticas, sendo objeto de numerosos estudos.

O contato dos espermatozoides com as distintas substancias que compde o
plasma seminal ocorre de forma sequencial. Os espermatozoides passam através do
epididimo, onde vao adquirir sua capacidade fecundante e motilidade, este transito tera
uma duracdo variavel dependendo da espécie, desde os 5,5 dias na espécie humana até
0s 16 dias no ovino, e no equino 7,5-11 dias (FRANCA; AVELAR; ALMEIDA, 2005).
No epididimo a glicerilfosforilcolina, a carnitina e o acido sialico sdo encontrados em
altas concentracOes; sdo também elevadas as taxas sodio/potassio, 0s principais cations
no plasma seminal dos mamiferos (MANN; LUTWAK-MANN, 1981).

ApOs a ejaculacdo, os espermatozoides procedentes do epididimo entram em
contato com as distintas secre¢Ges procedentes das glandulas vesiculares, prostata e
bulbouretrais. O conjunto de substancias produzidas por estas glandulas é espécie

especifico e altamente variavel entre individuos da mesma espécie, assim como entre
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ejaculados de um mesmo individuo, podendo ainda variar com a estagdo do ano ou
estado fisioldgico do animal (PEREZ-PE et al., 2001; CARDOZO et al., 2006) e esta
ainda envolvido em diversas fungdes espermaticas e eventos que precedem a
fertilizacdo (KARESKOSKI; KATILA, 2008).

Além das variagdes entre individuos e entre ejaculados, foram demonstradas
variacoes entre fracdes de plasma seminal em um ejaculado (AKCAY et al., 2006). Zhu
et al. (2000) observaram uma melhor taxa de penetracdo in vitro em espermatozoides
incubados com plasma seminal proveniente da fracdo rica do ejaculado. E ainda, foram
encontradas diferencas na capacidade de sobrevivéncia espermatica ao processo de
criopreservacao, de acordo com a fragdo do ejaculado a que pertencessem (SIEME;
KATILA; KLUG, 2004; KARESKOSKI et al., 2006). Foi sugerido gque estas variacoes
poderiam estar relacionadas a diferencas no perfil proteico das distintas fracbes do
ejaculado (PENA et al., 2006).

Conforme mencionado anteriormente, os componentes do plasma seminal que
influem de forma mais importante na fertilidade e funcdo espermatica sdo as proteinas,
das quais encontramos trés familias principais: Proteinas secretadas ricas em cisteina
(CRISPs), familia das espermadesinas e as proteinas que contém o dominio fibronectina
tipo 11 (Fn-11).

2.2 Proteinas do Plasma Seminal

Os membros da familia de proteinas CRISP (CRISP1, CRISP2, CRISP3)
caracterizam-se pela presenca de 16 residuos de cisteina , ligados por pontes dissulfito,
subdividindo a molécula em trés dominios (TOPFER-PETERSEN et al., 2005). Estas
trés proteinas foram identificadas no trato genital de equinos, humanos e roedores. A
funcdo dos diversos membros da familia CRISP na reproducdo parece estar relacionada
com processos de espermiogénese, maturacdo do espermatozoide, capacitacdo
espermatica e na interagdo espermatozoide-ovocito (TOPFER-PETERSEN et al., 2005).

A funcdo das proteinas CRISPs na fertilizagdo foi bem estudada no rato. A
CRISP1 (inicialmente denominada proteina DE) torna-se fortemente associada a
superficie espermaética, durante o transito epididimario e migra para 0 segmento
equatorial durante a capacitacdo (DA ROS et al., 2004). Ela participa da fuséo

espermatozoide-ovocito através dos sitios de ligagdo da proteina a sitios
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complementares na superficie do ovécito (CUASNICU et al., 2001), entretanto néo
participa nos eventos da ativacao do ovocito (BUSSO et al., 2003). A anélise da funcao
estrutural indicou que os padrdes corretos das pontes dissulfito com a molécula é crucial
para a realizacdo desta funcdo (ELLERMAN et al., 2002).

A CRISP2 (TPX1) est4 envolvida no desenvolvimento das espermétides, sendo
esta proteina uma das responséveis pela aderéncia destas células as células de Sertoli
(MAEDA; NISHIDA; NAKANISHI, 1999).

A CRISP3 (HSP3) apresenta a particularidade de liberacdo da membrana
plasmética (a0 menos parcialmente) através de lavado das células espermaticas, e por
isto foi sugerido que poderia possuir alguma funcdo no trato genital da fémea
(TOPFER-PETERSEN et al., 2005).

A proteina CRISP no espermatozoide equino localiza-se nas regides equatorial,
pos-acrossomal bem como na peca intermediaria. Sua associagdo a superficie
espermatica tem inicio na regido do corpo do epididimo (SCHAMBONY et al., 1998).
As CRISPs permanecem localizadas nos mesmos compartimentos espermaticos apos a
capacitagdo in vitro e a reagio acrossomica (TOPFER-PETERSEN et al., 2005).

As proteinas CRISPs (especialmente a CRISP3) podem ser removidas da célula
espermatica através de lavagem com altas concentracdes de sal. Entretanto algumas
moléculas da CRISP permanecem fortemente ligadas a superficie espermatica, este
namero de moléculas da CRISPs mostrou-se diretamente correlacionado a fertilidade
individual de garanhdes (REINEKE et al., 1999).

As espermadesinas sdo glicoproteinas de baixo peso molecular (12-16 kDa)
compostas por 109 e 133 aminoacidos e constituidas estruturalmente por um Unico
dominio CUB que serve como suporte estrutural e ao qual se pode atribuir diferentes
funcionalidades (ROMERO et al., 1997).

Estas proteinas foram identificadas no suino (AQN-1, AQN-3, AWN, PSP-I e
PSP-Il; SANZ et al., 1992; CALVETE et al., 1995a), no bovino (aSFP e Z13;
WEMPE; EINSPANIER; SCHEIT, 1992; TEDESCHI et al.,, 2000), no ovino
(espermadesina de 15,5 kDa; BERGERON et al., 2005) e no equino (HSP-7; REINERT
et al., 1996), sendo o principal componente proteico do plasma seminal no suino. Nesta
espécie, as espermadesinas representam mais de 90% das proteinas do plasma seminal.

As espermadesinas AWN, AQN-1 e AQN-3 do suino sdo proteinas de ligacdo ao
espermatozoide, e parecem estar envolvidas nos eventos mediados por carboidratos que
ocorrem na fertilizacdo (EKHLASI-HUNDRIESER et al., 2005).
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HSP-7 é a espermadesina equina homoéloga a AWN suina. Sua sequéncia
mostrou a troca de aminoacidos em apenas trés posicdes (REINERT et al., 1996;
EKHLASI-HUNDRIESER et al., 2002). Como é homdloga a AWN suina, € uma
proteina de ligacdo a carboidratos. Mostrou propriedades de ligacdo a zona pelucida
equina, demonstrando seu papel na interacdo espermatozoide-zona pellcida. Em
contraste com a AWN suina, foi primeiramente detectada na espermatogénia, depois na
rete testis, no epididimo e nas vesiculas seminais. Também foi isolada em alguns
espermatozoides testiculares. Durante a passagem pelo epididimo, acontece um
aumento da HSP-7 associada ao espermatozoide, aparecendo como uma banda
proeminente no segmento equatorial (REINERT et al., 1997; HOSHIBA; SINOWATZ,
1998).

A familia de proteinas que contém o dominio Fn-ll, sdo caracterizadas pela
presenca de dois médulos fibronectina tipo 11, também denominados dominios BB’.
Foram encontradas em varias espécies animais, sendo mais abundantes no bovino (BSP;
MANJUNATH; SAIRAM, 1987), no caprino (VILLEMURE; LAZURE;
MANJUNATH, 2003), bizonte (BISV; BOISVERT et al., 2004), no ovino (RSP;
BERGERON et al., 2005), e no 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 quantidade (pBl; CALVETE et al., 1997). Foi identificado um
grupo de proteinas Fn-I1, formadas por quatro médulos, originarias do epididimo e que
parecem estar relacionadas com a maturacdo espermatica, no equino esta proteina foi
denominada EQ-12 (SAALMAN et al., 2001).

2.2.1 As Proteinas HSP

A caracterizagdo estrutural da HSP-1 equina mostrou que ela é uma proteina que
contém o dominio Fn-II e pertence ao tipo AA’BB’ caracterizada por dois modulos
(BB’) e por dois pequenos dominios A. Enquanto que a HSP-2 corresponde ao tipo
ABB’ somente com dominio A. HSP-1 e HSP-2 sdo sintetizadas nas ampolas
(SAALMANN et al., 2001; EKHLASI-HUNDRIESER et al., 2005), e tanto a EQ-12
como as HSP-1 e HSP-2 sdo associadas a superficie espermatica durante o transito
epididimario e na ejaculacdo, e ambas estao presentes no espermatozoide ejaculado.

HSP-1 e HSP-2 (recentemente, denominadas SP-1 e SP-2; EKHLASI-
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HUNDRIESER et al., 2005) sdo as proteinas mais abundantes no plasma seminal
equino, correspondendo a 70-80% do total de proteinas, e sdo as ortélogas equinas das
principais proteinas de ligacdo a heparina do bovino (BSP), que estdo envolvidas na
capacitacdo espermatica (TOPFER-PETERSEN et al., 2005).

Na ejaculacdo, as proteinas que contétm o dominio Fn-Il, se unem ao
espermatozoide mediante interacGes especificas com os residuos de colina dos
fofolipidios da membrana do espermatozoide (DESNOYERS; MANJUNATH, 1992;
MULLER et al., 1998), mediando a capacitacdo pelo efluxo de colesterol e
fosfolipideos (THERIEN; MOREAU; MANJUNATH, 1999). Além do espermatozoide,
estas proteinas unem-se também a glicosaminoglicanos do trato genital feminino
(MANJUNATH et al., 1993). Estas proteinas apresentam a capacidade de ligacdo a
heparina. A heparina é um glicosaminoglicano, isto €, um polissacarideo de alto peso
molecular, que se liga ao espermatozoide bovino através de proteinas, e € capaz de
induzir a capacitagdo (LENZ et al., 1983; MILLER; WINER; AX, 1990). Tal efeito e
obtido através da modulacdo na atividade da proteina a qual ela se liga.
Glicosaminoglicanos semelhantes a heparina sdo secretados, particularmente na fase
folicular, pelo trato reprodutivo da fémea, o que estimula a capacitacdo (LENZ et al.,
1982). Além disso, essas proteinas de ligacdo a heparina sdo produzidas pelas glandulas
acessorias (NASS et al., 1990), e cobrem a superficie do espermatozoide ejaculado
(MILLER; WINER; AX, 1990). No plasma seminal bovino, as principais proteinas de
ligacdo a heparina sdo as BSP (proteinas de ligacdo ao espermatozoide).

Avaliando a ligacdo das proteinas BSP, Manjunath et al. (1993) verificaram que
a BSP-A1/A2 e a BSP 30 kDa exibiram uma alta atividade quando ligadas a
calmodulina, o que pode influenciar no transporte intracelular do Ca®* e na reacdo
acrossomal. Desta forma, as proteinas BSP estariam envolvidas com a capacitacdo
espermatica e com a reagdo acrossomal e, consequentemente, com os fenémenos da
fertilizacdo.

As proteinas BSP modulam a atividade da fosfolipase A2; com isso, regulam o
metabolismo dos fosfolipideos da membrana espermatica (MANJUNATH et al., 1994).
Os sitios de ligacdo dos colina-fosfolipideos na membrana espermatica sédo substratos
para a fosfolipase A2 (PLA2), uma enzima-chave na capacitacdo (SOUBEYRAND;
LAZURE; MANJUNATH, 1998). Posteriormente, foi comprovado que as BSP
promovem a capacitacdo espermatica pela remocdo do colesterol da membrana
plasmatica (THERIEN; MOREAU; MANJUNATH., 1998; MOREAU et al., 1998;



17

THERIEN; MOREAU; MANJUNATH., 1999); quando isso ocorre, a taxa
colesterol/fosfolipideos diminui, acontece o influxo de célcio, e o pH intracelular
aumenta. Acredita-se que estes eventos sejam essenciais para que ocorra a reagdo
acrossomal (MCCAULEY; BELLIN; AX, 1996; THERIEN; MOREAU;
MANJUNATH., 1999). Estas proteinas também podem modular os efeitos de outros
agentes capacitantes como a progesterona e a angiotensina-11 (FIOL DE CUNEO et al.,
2004).

As principais proteinas que contribuem para concentracao total de proteinas do
plasma seminal equino, quando isoladas, foram designadas proteinas do plasma seminal
equino (HSP-1 a HSP-8) e possuem baixo peso molecular de 14 a 30 kDa. Com excegéo
da HSP-4, todas apresentam propriedades de ligacdo ao espermatozoide e podem ser
isoladas no espermatozoide ejaculado (CALVETE, et al., 1994).

HSP-1, HSP-2 e HSP-5 a HSP-8 apresentam propriedade de ligacdo a heparina e
como sdo encontradas na superficie espermética, podem possuir um papel na
fertilizacdo. Estudos demonstraram que o padrdo de interacdes das proteinas HSP-1/2
com a membrana plasmaética do espermatozoide € similar ao das BSP-A1/A2 (PDC-
109) (GREUBE et al., 2004). Mesmo assim, estas proteinas homologas de diferentes
espécies podem exibir propriedades bioldgicas distintas (CALVETE et al., 1997;
GREUBE et al., 2004).

HSP-1, HSP-2, HSP-3 e HSP-4 foram as proteinas detectadas em todas as
fraces do ejaculado equino, além de estarem presentes no plasma seminal de todos 0s
garanhdes estudados. As quantidades relativas destas proteinas foram correlacionadas
positivamente com a concentracao espermatica (KARESKOSKI et al., 2011).

Também foi verificada uma relacdo quantitativa negativa entre as proteinas
HSP-1 (SP-1), HSP-2 (SP-2) e a fertilidade (NOVAK et al., 2010). Na equagéo, a HSP-
1 (SP-1), a clusterina e a citrato sintase da membrana plasmatica foram preditivos da
fertilidade em garanhdes (r = 0.77, P < 0.0001). Entretanto, a contribuigdo das proteinas
da membrana plasmatica, no modelo foi de aproximadamente 10%, comparado aos 90%
de contribuicdo das proteinas do plasma seminal e ainda, a abundancia destas duas
proteinas do PS explica a maioria (82%) das diferencas na fertilidade entre garanhdes
(NOVAK et al., 2010).

HSP-4 é uma proteina relacionada ao produto semelhante ao gene da calcitonina,
e 0s niveis de calcitonina foram correlacionados com a motilidade espermatica

(MUNGAN et al., 2001) e a prevencdo da capacitacdo prematura e a reacao
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acrossémica espontanea, através do sistema adenilciclase/cAMP (FRASER et al.,
2005).

HSP-5 ainda ndo foi relacionada a nenhuma proteina conhecida. A sequéncia de
seu N-terminal nem sua funcionalidade sdo encontradas em proteinas de outras espécies
(CALVETE et al., 1994).

HSP-6 e HSP-8 sdo diferentes isoformas de uma mesma proteina, que pertence a
familia das calicreinas (CALVETE et al., 1994). A sequéncia do N-terminal de ambas
as isoformas mostrou alto grau de homologia com o antigeno prostatico humano (PSA),

que esta envolvido na clivagem do codgulo seminal (JONSSON et al., 2005).

2.2.2 Outras Proteinas do Plasma Seminal

Também foi descrito um numero de pequenas proteinas do plasma seminal
equino, como a lactoferrina (INAGAKI et al., 2002), que é originaria do testiculo e foi
encontrada no cdo (KIKUCHI et al., 2003) e assim como a leptina e os fatores de
crescimento, que podem promover a longevidade do espermatozoide (LACKEY;
GRAY; HENRICKS, 2002; CHAMPION et al., 2002) e véarias enzimas como a lipase
(CARVER; BALL, 2002) 1,4-glicosidase (DIAS et al., 2004) e a enzima de conversao
da angiotensina (BALL et al.,, 2003). Através de espectometria de massa foram
identificadas 59 proteinas no plasma seminal de equinos entre elas: a calmodulina,
glicoproteina zinco-alfa 2, angiotensina I, hexosaminidase B, glutationa peroxidase
secretoria epididimaria, inibidor da metaloproteinas-2, catepsina B, BSP 5 (BSP 30
KDa), acrosina, glicose-6-fosfato isomerase, protasoma subunidade alfa tipo 2, tipo 3 e
tipo 6, proteina de ligacdo ao calcio (45 KDa), precursor da desoxiribonuclease gama.
Também foi encontrado, no plasma seminal de garanhdes, o Fator de crescimento nervo
B (bNGF), previamente identificado como fator de ovulacdo (OIF) em alpacas e lhamas
(DRUART et al., 2013).

2.3 A Concentracdo de Proteina Total

As proteinas desempenham papéis extremamente importantes na maioria dos

processos biologicos. O desenvolvimento de metodologias para determinar proteinas
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tem, cada vez mais, se tornado de fundamental relevancia em varias areas do
conhecimento. Os métodos para a determinacdo da concentracdo de proteinas totais séo
muito variados, no entanto as metodologias geralmente mais utilizadas sdo as do
biureto, a de Lowry, a de Bradford e o da absorcdo de proteinas no ultravioleta (KING,
1988).

A principal vantagem do método de Lowry et al. (1951) é a sua alta
sensibilidade e, por isto tem sido utilizado para a determinacdo da concentracdo de
proteinas totais em diversos meios sendo eles: liquor (HISCHE et al., 1982), plasma
sanguineo (HUNN; GREER, 1990), saliva humana (JENZANO et al., 1986), tecido
animal (UPRETI; RATCLIFF; RICHES, 1988; HARRINGTON, 1990), membranas
(WESSEL; FLUGGE, 1984; RODRIGUEZ-VICO et al., 1989), leite humano
(PATTON; HUSTON, 1984; KELLER; NEVILLE, 1986), produtos alimenticios
(SEBECIC, 1987) e plasma seminal (KILLIAN; CHAPMAN; ROGOWSKI, 1993;
JOBIM et al., 2004; MOURA et al., 2006; SRIVASTAVA et al., 2012).

A quantificacdo de uma proteina em especial deve ser efetuada utilizando
métodos mais especificos, como o0s métodos utilizados em cromatografia
(MAGDALENO et al., 1997; NAUC; MANJUNATH, 2000; KARESKOSKI et al.,
2011) ou através de radioimunoensaio (BERGERON et al., 2007; NOVAK et al.,
2010).

2.4 A Cromatografia

A cromatografia € uma técnica relatada cientificamente ha pouco mais de cem
anos e baseia-se na migracdo de componentes de uma mistura entre duas fases: a fase
estaciondria que retém elementos e a fase movel que conduz a mistura por meio de um
soluto através da fase estacionaria. E uma técnica que pode ser utilizada para
purificacdo, deteccdo e quantificacdo de substancias ou auxiliar na separacdo de
substancias indesejaveis. As técnicas cromatograficas podem ser divididas
principalmente em cromatografia em papel, cromatografia em camada delgada (CCD),
cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), e
atualmente a cromatografia liquida de ultra-eficiéncia (UHPLC) (PERES, 2002).

A cromatografia em papel € uma técnica de particdo liquido—liquido, estando um
deles fixado a um suporte solido. Baseia-se na diferenca de solubilidade das substancias
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entre duas fases imisciveis (DEGANI; CASE; VIERA, 1998; ETTRE, 2000). A
cromatografia em papel € uma das técnicas mais simples e que requer menos
instrumentos para sua realizacdo, sendo muito Util para a separacdo de compostos
polares (PERES, 2002). O papel é composto por moléculas de celulose que possuem
afinidade pela &gua, mas muito pouca afinidade pela fase organica, atuando como
suporte inerte contendo a fase estacionaria aquosa (polar). A medida que o solvente
contendo o soluto flui ao longo do papel, uma particdo deste composto ocorre entre a
fase mdvel (pouco polar) e a fase estacionaria. Com o fluxo continuo de solvente, o
efeito desta particdo entre as fases mdvel e estaciondria possibilita a transferéncia do
soluto do seu ponto de aplicagdo no papel para outro ponto localizado a alguma
distancia do local de aplicacdo no sentido do fluxo de solvente (PERES, 2002).

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica de adsor¢édo liquido-
solido, na qual a separagdo se da pela diferenca de afinidade dos componentes de uma
mistura pela fase estacionaria (DEGANI; CASE; VIERA, 1998). A CCD esta embasada
na separacdo de substancias por meio das suas diferentes velocidades de migracdo em
razdo da afinidade relativa com solventes, fixando-se numa fase sélida (XAVIER et al.,
2007). A CCD é um método simples, rapido e econdmico, sendo a técnica
predominantemente escolhida para o acompanhamento de reag6es organicas (DEGANI;
CASE; VIERA, 1998). Neste método a fase estacionaria € uma camada fina formada
por um sélido granulado (silica, alumina e poliamida) depositado sobre uma placa que
deve atuar como suporte inerte. Na CCD gotas da solugédo a ser separada séo aplicadas
em um ponto préximo ao extremo inferior da placa. Apds a secagem da placa, ela é
colocada em um recipiente contendo a fase mdvel, de modo que somente sua base fique
submersa. O solvente comeca a molhar a fase estacionaria e sobe por capilaridade. Apds
o0 deslocamento da fase movel deixa-se a placa secar, e posteriormente € realizada a
revelagdo da placa com reativos que deem cor as substancias de interesse (PERES,
2002). O parametro de maior importancia na CCD é o fator de retencdo, que €é a razdo
entre a distancia percorrida pela substancia e a distancia percorrida pela fase movel.
Esse fator determinara se a substancia analisada confere com a substancia padrdo
(DEGANI; CASE; VIERA, 1998).

A cromatografia gasosa (CG) é uma técnica com alto poder de resolucgéo,
possibilitando a analise de varias substancias em uma mesma amostra. Dependendo da
substancia a ser analisada e do tipo de detector empregado pode-se detectar cerca de 10-
12g do composto por mL-1, o que permite que pequenas quantidades da amostra sejam
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analisadas (PERES, 2002). Esta técnica esta baseada na particdo dos componentes de
uma amostra entre a fase movel gasosa e a fase estacionaria liquida ou solida, que
propiciam a separacdo da mistura por meio de processos fisicos e quimicos (DEGANI;
CASE; VIERA, 1998; PERES, 2002). A grande limitacdo deste método € a necessidade
de que a amostra seja volatil ou termicamente estavel (PERES, 2002).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é uma técnica responsavel por
grandes avancos na area cromatografica. A HPLC utiliza suporte com particulas
diminutas responsaveis pela alta eficiéncia, sendo um método adequado para separacédo
de espécies idnicas e macromoléculas (DEGANI; CASE; VIERA, 1998). Devido a
utilizacdo de colunas com grande capacidade de separacgéo a realizagcdo da HPLC requer
a utilizacdo de equipamentos especificos, com o uso de bombas e colunas que suportem
altas pressdes necessarias para eluicdo da fase movel. Assim a realizacdo da HPLC
necessita da utilizacdo de um cromatdégrafo composto de bomba, coluna cromatografica,
detector e registrador (DEGANI; CASE; VIERA, 1998; PERES, 2002).

Na HPLC a fase mdvel deve ser um solvente que dissolva a amostra sem que
qualquer interacdo quimica ocorra entre ambas. A fase estacionaria dever ser compativel
com o detector, possuindo polaridade apropriada para permitir a separa¢do adequada
dos componentes da amostra. J& a coluna cromatografica deve ser confeccionada de
material inerte e que resista a altas pressdes. Por fim os detectores devem apresentar
ampla faixa de aplicacdo, sendo que os mais utilizados sdo os espectrais (PERES,
2002).

A evolucdo das colunas e da fase estacionaria permitiu o uso de particulas muito
pequenas, desenvolvendo assim a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC). A
U-HPLC é um método cromatografico com analises mais rapidas, consumo menor de
solventes e com eficiéncia muito mais elevada que a HPLC. No entanto, apesar de todas
as vantagens da UHPLC, o custo do equipamento e a manutencdo requerida devido a
utilizacdo de condigOes extremas de pressédo requer ainda maior desenvolvimento da
técnica (MALDANER; JARDIM, 2009).

A cromatografia tem sido utilizada em diferentes areas do conhecimento. A
grande sensibilidade de técnicas cromatograficas possibilitou o seu uso de forma
rotineira em anélise de substancias em baixa concentragdo, como no caso do doping,
controle de alimentos e medicamentos, contamina¢do ambiental, na toxicologia entre
muitas outras aplicacbes (NAKASHIMA, 2005; ANVISA, 2012; CHINCHOLE et al.,
2012; GILBERT-LOPEZ; GARCIA-REYES; MOLINA-DIAZ, 2012; XU et al., 2012).
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A quimica é a area na qual as técnicas cromatograficas sdo mais utilizadas,
sendo muitos os trabalhos publicados que a empregam. Pode ser utilizada para dosar
compostos em alimentos (GILBERT-LOPEZ; GARCIA-REYES; MOLINA-DIAZ,
2012; XU et al., 2012), no monitoramento de componentes toxicos no meio ambiente
(MARRIOTT; HAGLUND; ONG, 2003) ou mesmo na inddstria petroquimica
(MUHLEN et al., 2006).

Na area farmacéutica a cromatografia também tem vasto campo de utilizacéo.
Pode ser empregada para dosar principios ativos de drogas em medicamentos
(ANVISA, 2012), isolar componentes medicinais de plantas (LU et al., 2012), auxiliar
em estudos de farmacocinética (AMORIM et al., 2008; GIORGI et al., 2009), validar
técnicas de identificacdo de agentes (AMORIM et al., 2008), entre inlmeros outros
usos.

Na medicina a cromatografia € utilizada para realizacdo de exames antidoping
(NAKASHIMA, 2005; CHINCHOLE et al., 2012), monitorar niveis de drogas em
pacientes que estejam em tratamento (VERDIER et al., 2012), realizar diagnostico de
enfermidades (JELLUM, 1988; JEONG et al., 2009), em estudos forenses e na
toxicologia (NAKASHIMA, 2005; CHINCHOLE et al., 2012).

Na veterinaria a cromatografia tem a possibilidade de utilizacdo em diversas
areas, como em estudos de farmacocinética (AMORIM et al., 2008), para monitorar
residuos de drogas em produtos de origem animal (CARDOSO et al., 1999; FELTRIN
et al., 2007; ANVISA, 2009), na toxicologia (KAISER et al., 2010; OLIVEIRA-FILHO
et al., 2010; LEE et al., 2012), na quantificacdo de proteinas (MAGDALENO et al.,
1997; NAUC; MANJUNATH, 2000; KARESKOSKI et al., 2011), entre outras.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é uma técnica responsavel por
grandes avancos na area cromatografica. A HPLC utiliza suporte com particulas
diminutas responsaveis pela alta eficiéncia, sendo um método adequado para separa¢do
de espécies idnicas e macromoléculas (DEGANI; CASE; VIERA, 1998). Devido a
utilizagdo de colunas com grande capacidade de separacéo a realizagédo da HPLC requer
a utilizacdo de equipamentos especificos, com o uso de bombas e colunas que suportem
altas pressdes necessarias para eluicdo da fase movel. Assim a realizacdo da HPLC
necessita da utilizacdo de um cromatografo composto de bomba, coluna cromatografica,
detector e registrador (DEGANI; CASE; VIERA, 1998; PERES, 2002).

Na HPLC a fase movel deve ser um solvente que dissolva a amostra sem que

qualquer interacdo quimica ocorra entre ambas. A fase estacionaria dever ser compativel
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com o detector, possuindo polaridade apropriada para permitir a separa¢do adequada
dos componentes da amostra. J& a coluna cromatografica deve ser confeccionada de
material inerte e que resista a altas pressdes. Por fim os detectores devem apresentar
ampla faixa de aplicacdo, sendo que os mais utilizados sdo os espectrais (PERES,
2002).

2.5 A Fertilidade

A predicdo da fertilidade de um animal baseada nas suas caracteristicas seminais
vem sendo estudada extensivamente nos machos de diversas espécies, incluindo bovino
(KASTELIC; THUNDATHIL, 2008), suino (O’MEARA et al., 2008; SANCHEZ-
PARTIDA et al., 1999) e humano (AITKEN, 2006; LEWIS, 2007; SIGMAN;
BAAZEEN; ZINI, 2009). Dentre as caracteristicas avaliadas, estdo incluidas motilidade
total e progressiva (DOWSETT; PATTIE, 1982; JASKO et al., 1992; KENNEY et al.,
1971), morfologia (KENNEY et al., 1971; JASKO; LEIN; FOOTE, 1990) e qualidade
do DNA (MORRELL et al., 2008; LOVE; KENNEY, 1998).

A motilidade e morfologia espermética podem (KENNEY et al., 1971; JASKO;
LEIN; FOOTE, 1990) ou ndo (DOWSETT; PATTIE, 1982; VOSS; PICKETT;
SQUIRES, 1981) explicar algumas diferencas observadas na fertilidade. A relacdo entre
esses parametros e a fertilidade inerente ao garanhdo ainda no esta clara (MOCE;
GRAHAM, 2008). A variacdo na relagdo entre qualidade espermatica e fertilidade nesta
espécie pode ser limitada pelo nimero de animais avaliados, bem como o nimero de
éguas cobertas por cada garanhdo (KENNEY et al., 1971; VOSS; PICKETT;
SQUIRES, 1981; CASEY et al., 1997).

Além disso, metodologias utilizadas para determinar os critérios de qualidade do
sémen apresentam resultados variados, introduzindo fatores que podem alterar a
interpretacdo dos achados. Neste sentido, torna-se de grande importancia o estudo de
Amann (2005), onde menciona que a conclusédo da maioria dos estudos publicados
sobre fertilidade, que relatam auséncia de diferenca significativa devido ao
tratamento(s) sdo suspeitos, porque normalmente, o ndmero animais utilizados foi
insuficiente. Apesar da relacdo incerta entre qualidade espermatica e fertilidade,
recomendacdes sd@o sempre relatadas na hora da selecdo do garanh&o. Embora a selecao
para fertilidade seja um objetivo relevante, esta ndo deve ser baseada em dados
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imprecisos, certos critérios da qualidade do sémen s8o recomendados a fim de
qualificar um garanhdo para registro (COLENBRANDER et al., 1992), aprovacédo
(PICKETT; VOSS, 1972) ou categorizacdo na avaliacdo reprodutiva (KENNEY et al.,
1983). No entanto, o nivel de fertilidade alcancado por garanhdes com sémen de
determinada qualidade n&o é confirmado.

A avaliacdo da fertilidade ou da "potencial fertilidade" de um garanh@o é uma
parte importante na selecdo de reprodutores e no manejo reprodutivo. Além disso, o
historico reprodutivo pregresso e qualidade do sémen podem ser dados inestimaveis
para a investigacdo de problemas reprodutivos ou sua suspeita. E claro que os
verdadeiros indices de fertilidade sdo o diagndstico de prenhez e as taxas de concepcao,
porém ambos sdo retrospectivos e sdo influenciados significativamente por fatores
extrinsecos ao garanhdo, como a qualidade da égua, o manejo reprodutivo (SULLIVAN
et al., 1975; VAN BUITEN; REMMEN; COLENBRANDER, 1998; MORRIS;
ALLEN, 2002) e ainda pela variagdo na fertilidade das fémeas cobertas por ele
(AMANN, 2005).

Ainda, em muitas circunstancias um teste prospectivo é desejado para que uma
provavel subfertilidade possa ser identificada antes do inicio da vida reprodutiva do
garanhdo. Dentro desse contexto de selecdo de garanhdes para uma avaliagdo
reprodutiva, tornou-se aceitdvel que a combinacdo de um exame fisico completo e
avaliacdo convencional do sémen oferece uma alternativa Util para dados reais de
fertilidade (KENNEY et al, 1983; BRITISH EQUINE VETERINARY
ASSOCIATION, 1991). No entanto, mesmo que a baixa qualidade do sémen seja um
bom indicador de subfertilidade, um sémen de alta qualidade (em termos de nimero de
espermatozoides, motilidade e normalidade morfolégica) ndo é garantia de fertilidade
aceitavel. Por esta razdo, um esforgo consideravel esta sendo realizado na identificacéo
de marcadores capazes de prever com maior precisdo a fertilidade de garanhdes.
Diversos testes desenvolvidos recentemente pretendem identificar anormalidades
incompativeis com a fertilidade, e uma combinacdo dos testes disponiveis deve
identificar um maior numero de garanhfes subférteis, podendo eventualmente ser
ajustada para proporcionar o verdadeiro potencial reprodutivo de um animal
(GRAHAM, 2001).

Marcadores genéticos também podem ser utilizados como indicadores de
fertilidade em garanhdes, em programas de melhoramento genético, bem como na

selecdo desses animais e no manejo reprodutivo. Recentemente, um polimorfismo néo-
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sinbnimo E208K (mutacdo que leva a troca de aminoacidos) 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 mutacdo. De acordo com Hamann et al. (2007), os genes
que codificam a proteina CRISP3 sdo candidatos promissores a indicadores de
fertilidade, pois estudos prévios demonstram que essa proteina possui papel importante
na habilidade fertilizante de garanhGes. Andlises de associacdo sugerem que
homozigosidades para alelos especificos do gene da CRISP3 possivelmente confiram
um maior potencial fértil em garanhdes.

Outros genes candidatos para fertilidade sdo hormdnios e seus receptores, pois
eles modulam fases limitantes em varias reacbes do sistema reprodutivo. Muitos
mecanismos reprodutivos estdo sujeitos a regulacdo hormonal pelo eixo hipotalamo-
pituitaria e testiculo (GIESECKE et al., 2010a). Segundo Roser (2008) a concentracdo
intratesticular do hormdnio inibina pode ser um bom marcador para a detec¢do prévia
de problemas reprodutivos em garanhdes jovens. No intuito de medir concentracdes
intratesticulares de inibina em garanhdes, faz-se necessario a coleta de material de
origem testicular para biopsia. Por esta razdo, Giesecke et al. (2010a) selecionaram 0
gene da inibina beta A (INHBA) para a avaliagdo da sua influéncia na fertilidade de
garanhBGes Hanoverianos. Polimorfismos no gene INHBA podem ter influéncia no
desenvolvimento das células de Sertoli e Leydig e possivelmente tenham efeito no
namero de celulas germinativas e na espermatogénese (DE KRETSER et al., 2004;
LOVELAND et al., 2005; BILEZIKJIAN et al., 2006; ITMAN et al., 2006).

A proteina SPATAL especifica do testiculo estd envolvida na formacdo da
cabeca do espermatozoide durante a espermatogénese. Segundo Giesecke et al. (2009),
polimorfismos no gene que codifica essa proteina, conferem uma maior fertilidade a
garanhfes através de um componente embrionario, onde animais heterozigotos para
esse tipo de mutacdo demonstraram taxas de prenhez por ciclo 4% mais altas em
comparacdo a animais homozigotos. Acredita-se existirem outros polimorfismos em
outros genes que influenciem a fertilidade de garanhdes. Portanto, esta mutacdo no gene
da SPATAL explica em parte a variagao entre taxas de prenhez por ciclo em garanhdes.
Esses resultados precisam de uma confirmagdo com um maior nimero de amostras e re-
sequenciamento do gene SPATAl em garanhdes, o0 que pode contribuir

significativamente para as diferencas entre taxas de prenhez por ciclo.
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Desenvolvimentos recentes em gendmica equina proporcionam possibilidades e
ferramentas para o mapeamento de peculiaridades da fertilidade no cavalo, desvendando
as causas de intersexualidade e defeitos reprodutivos congénitos. Até o presente
momento, poucos estudos genéticos foram desenvolvidos sobre a fertilidade do
garanhdo. Estudos moleculares em genes candidatos a marcadores de fertilidade, como
CRISP3, SPATAL e INHBA séao encorajadores e com as novas ferramentas disponiveis
para associaces genémicas amplas, o conhecimento de fatores genéticos relacionados a
problemas na fertilidade de garanhdes ira se ampliar (GIESECKE; SIEME; DISTL,
2010Db).

E importante conhecermos e quantificarmos outras proteinas cujos genes possam
ser candidatos a fertilidade do garanhdo, e este estudo pode ser o inicio de muitas

pesquisas nesta area.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die Proteine des Seminalplasmas wurden im Zusammenhang mit dem Fruchtbarkeits-
oder Unfruchtbarkeitslevel diverser Saugetiere, speziell der Haustiere, bewertet.

Die “Horse Seminal Plasma” Proteine 1 (HSP-1) und 2 (HSP-2) sind die am meisten
vorkommenden Proteine im Seminalplasma von Pferden. Ziel der Studie war es, die
Konzentration des Seminalplasmas HSP-1/2 und die gesamten Proteine bei
erwachsenen Hengsten, wahrend und auBerhalb der Decksaison zu untersuchen und
festzustellen, ob diese Konzentrationen mit der Fruchtbarkeit zusammenhéangen.
Seminalplasma wurden aus 42 Ejakulaten von 11 erwachsenen Hengsten (3-25 Jahre)
gewonnen. Die Hengste wurden in zwei Gruppen aufgeteilt (hohe und niedrige
Fruchtbarkeit) gemal der Trachtigkeitsrate der Stuten und der Viabilitat des Samens in
der Samenentnahme des ersten Tages. Samenplasma wurde aus 42 Ejakulaten
gewonnen und die Konzentration von HSP-1/2 (mg/mL) wurden mit einer
Hochleistungsflissigkeitschromatographie  unter ~ Anwendungen einer UHPLC
Trennsdule gemessen und analysiert. Es wurden signifikante Unterschiede (P<0.05) in
der Konzentration der gesamten und der HSP-1/2 Proteine (mg/mL, Durchschnitt £ SD)
im Ejakulat der Hengste mit hohen und niedrigen Fruchtbarkeit festgestellt. Die HSP-
1\2 Konzentration der Hengste mit hoher Fertilitat zeigte keinen Unterschied im ersten
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und zweiten Ejakulat sowohl wéhrend als auch aullerhalb der Decksaison.
Seminalplasma, der mit niedriger Fertilitdt eingestuften Hengste, zeigten einen
signifikanten Unterschied (P<0.05) zwischen dem ersten und zweiten Ejakulat sowohl
innerhalb als auch aufRerhalb der Decksaison. AbschlieRend wurde festgestellt, dass die
HPS-1/2 Konzentration, die am haufigsten vorkommende Proteine, hoher im Ejakulat
der Hengste mit niedriger Fertilitat war, diese nicht durch die Saison beeinflusst wurde

und kann als Biomarker geringer Fertilitat eingesetzt werden.

Schltesselwdrter: Hengst, UHPLC, Decksaison, Seminalplasma

ABSTRACT

Seminal plasma (SP) proteins have been assessed in relation to reproductive fertility
levels or infertility, in several species of mammals, particularly domestic animals. Horse
seminal plasma proteins 1 (HSP-1) and 2 (HSP-2) are the most abundant proteins in
equine seminal plasma. The aim of this study was to investigate in adult stallions the
concentrations of seminal plasma HSP-1/2 and total protein in the breeding season and
non-breeding season and to determine if these concentrations were related with fertility.
SP was obtained from 42 ejaculates of 11 adult stallions (3-25 yrs). Stallions were
allocated into two groups (good and poor fertility) according to pregnancy rates of
mares, and to their semen viability data in the first collection day. Seminal plasma HSP-
1/2 concentrations (mg/mL) were measured and analyzed by an Ultra High Performance
Liquid Chromatography using a UHPLC column. There were significant differences
(P<0.05) in total protein and HSP-1/2 concentration (mg/mL, mean + SD) in the
ejaculates from good and poor fertility stallions. The HSP-1/2 concentration did not
show differences in the first and second ejaculates of good fertility stallions in both the
non-breeding and breeding season. SP of stallions classified as poor fertility showed
significant difference (P<0.05) in HSP-1/2 concentration between the first and second
ejaculate in both the non-breeding and breeding season. In conclusion, the concentration
of the major proteins of stallion seminal plasma HSP-1/2 was higher in ejaculates from
stallions with poor fertility, is not influenced by the season and could serve as

biomarker for poor fertility in stallions.

Key words: stallion, UHPLC, breeding season, seminal plasma
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1 Introduction

Progress has been made in developing reliable indicators of ejaculate quality that
allow exclusion of low-quality ejaculates for use in natural breeding or artificial
insemination. Physical semen characteristics and sperm morphology measurements
allow detection of the stallions most likely to be fertile. However, some of them are or
became subfertile despite acceptable results of the conventional breeding soundness
examination (BARRIER-BATTUT et al., 2005). The ability to select these fertile
stallions or predict fertility using biomarkers is a promising goal. Accurate or predictive
genetic and protein markers are still needed.

The suggested functions of seminal plasma proteins include their involvement in
several essential steps preceding fertilization, such as regulating sperm capacitation,
establishment of the oviductal sperm reservoir, modulation of the uterine immune
response and sperm transport in the female genital tract, as well as in gamete interaction
and fusion (TOPFER-PETERSEN et al., 2005).

Seminal plasma (SP) proteins have been assessed in relation to reproductive
fertility levels or infertility, in several species of mammals, particularly domestic
animals. SP proteins have been identified as associated with high and low fertility in
bulls (KILLIAN; CHAPMAN; ROGOWSKI, 1993) isolated as osteopontin (OPN) and
lipocalin-type prostaglandin D synthase respectively (CANCEL; CHAPMAN;
KILLIAN, 1997; GERENA et al., 1998). The latter has been always present in the
sperm-rich fraction of ejaculates in species with fractionated ejaculation. OPN has been
related to fertility in pigs (HAO et al.,, 2006; HAO et al., 2008) and stallions
(BRANDON et al., 1999). Jobim et al. (2005) observed one protein (20-25 kDa, pl
8.5-8.7) present only in the ejaculates of high fertility stallions and another protein (25—
30 kDa, pl 7.5-7.7) that had higher relative protein content in ejaculates of low fertility
stallions. More recently, the abundance of cysteine-rich secretory protein 3 (CRISP3)
was positively related to first cycle conception rate and the abundance of four seminal
plasma proteins were identified as being negatively related to fertility; these were
identified as kallikrein-1E2 (KLK?2), clusterin, and seminal plasma proteins 1 (SP1) and
2 (SP2) (NOVAK et al., 2010).

Horse seminal plasma proteins 1 (HSP-1) and 2 (HSP-2); recently, renamed SP-
1 and SP-2, respectively are the most abundant proteins in equine seminal plasma,
accounting for 70-80% of the total proteins (CALVETE et al., 1994). They showed
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heparin-binding ability (CALVETE et al., 1994) and were found to be associated to the
sperm surface, indicating a potential role in fertilization (TOPFER-PETERSEN et al.,
2005). They belong to the short seminal Fn-2 type proteins (CALVETE et al., 1995b;
EKHLASI-HUNDRIESER et al., 2005) and are the equine orthologs to the major
bovine heparin-binding proteins (BSP), which have been shown to be involved in early
fertilization steps (capacitation).

The season of the year influences many of the physical and chemical
characteristics of stallion semen as well as fertility (PICKETT; FAULKNER; VOSS,
1975). The influence of season on the total protein concentration and the composition of
seminal plasma of many species has been described in the ram (PEREZ-PE et al., 2001;
CARDOZO et al., 2006), boar (TRUDEAU; SANFORD, 1986; STRZEZEK, 2002) and
horse (JANETT et al., 2003), with significant differences between breeding and non-
breeding seasons.

The aim of this study was to investigate in adult stallions the concentrations of
seminal plasma HSP-1/2 and total protein in the breeding season and non-breeding

season and to determine if these concentrations were related with fertility.

2 Material and Methods
2.1 Animals and Sample Collection

Seminal plasma was obtained from 11 adult stallions (3-25yrs) from commercial
herds in the State of Rio Grande do Sul, Brazil (30° 16' 57" latitude south and 55° 53'
47" longitude west at 145 meters above sea level). Data were collected during the non-
breeding season (winter and spring months) and the breeding season (summer months).
Stallions were maintained under similar handling and feeding conditions, kept free in
pastures. They were allocated into two groups (good and poor fertility; GIESECKE et
al., 2010a) according to pregnancy rates of mares assessed by veterinary and to their
semen viability data in the first collection day. Stallions of good fertility (n = 6) had a
minimum of 65% of pregnancy rates during the 2-year period and more than 1.5 x 10°
viable sperm. Stallions classified as poor fertility (n = 5) had no more than 55% of

pregnancy rates and less than 1.4 x 10° viable sperm. Sperm viability (SV) was
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calculated using the following formula: SV = progressive sperm motility *
morphologically normal sperm * sperm concentration.

Two ejaculates were collected by artificial vagina from each stallion in the
breeding season and non-breeding season with one hour of interval. One of the poor
fertility stallion died during the experiment and was not collected in the breeding
season. A total of 42 ejaculates from 11 stallions were used. After collection and
analysis, a 2.0 mL aliquot of semen was centrifuged at 1,500 X g for 15 to 20 min to
obtain seminal plasma. The supernatant seminal plasma was transferred to cryovials for
storage in liquid nitrogen and subsequent laboratory analysis. Frozen samples were
thawed, recentrifuged at 10,000 X g for 60 min at 4°C and 50 pL were taken from the

supernatant and transferred to cryovials for storage at -80°C.

2.2 Semen Collection and Evaluation

After collection, gel-free semen was taken to evaluate for volume, sperm
motility, sperm concentration, and percent of morphologically normal sperm, according

to conventional semen analysis described by Sieme et al. (2001).

2.3 Total Protein Concentration

Protein concentration in seminal plasma from each sample was assessed
according to the method described by Lowry et al. (1951), using bovine serum albumin

(1 mg/mL) as a standard.

2.4 HSP-1/2 Concentration

Seminal plasma HSP-1/2 concentrations (mg/mL) were measured according to
the method described by Calvete et al. (1997) with modification (trifluoroacetic acid
was replaced by trichloroacetic acid as one of the mobile phases for chromatography
analyses). The samples were defrosted at room temperature, filtered in 0.22 um filters

(Biofil Syringe Filter) and analyzed by an Ultra High Performance Liquid
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Chromatography (5 pL of sample were injected) using a Thermo Fisher Scientific
UHPLC column (Hypersil Gold AX 50 x 2.1mm, 1.9 micron pore) eluted at 1 mL/min
with a gradient of 0.1% (v/v) trichloroacetic acid in (A) water and (B) acetonitrile as
follows: isocratically with 25% B for 5 min, followed by 25-30% B for 5 min, and 30—
70% B for 160 min. Proteins were detected at 220 nm. Integration of the sample curves
with the calibration curve was done with ChromQuest® and values for the HSP-1/2
protein concentration were attained. The calibration curve was obtained with HSP-1/2
purificated kindly provided by Dr. J. J. Calvete (Instituto de Biomedicina de Valencia,
Spain).

2.5 Statistical Analysis

Data were analyzed using a Statistical Analysis Software (SAS®). Analysis of
variance (GLM — General Linear Model) was performed to compare (among fertility
groups) the HSP-1/2 and total protein concentrations in the first and second ejaculate
from good and poor fertility stallions measured in the non-breeding and breeding
season. Tukey post hoc test was used to locate differences and P<0.05 was regarded as

significant.

3 Results

Overall pregnancy rates ranged from 66-100% in stallions of good fertility and
from 0-53% in stallions of poor fertility. In two samples from the good fertility group
and in one sample from the poor fertility group, HSP-1/2 detection was not possible.
HSP-1/2 (n = 39 ejaculates) and total protein concentration (n = 42 ejaculates) (mean £

SD) from stallions with good and poor fertility are shown in Figure 1.
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Figure 1. HSP-1/2 (n = 39 ejaculates) and total protein (n = 42 ejaculates) concentration (mean
+ SD) from stallion with good and poor fertility. Different superscripts indicate differences
(P<0.05).

There were differences (P<0.05) in total protein and HSP-1/2 concentrations
(mg/mL, mean + SD) in the ejaculates from good and poor fertility stallions. HSP-1/2
accounting for 80% of the total proteins in the samples of stallions of good fertility,
while HSP-1/2 accounting for 93% of the total proteins in stallions classified as poor
fertility. Results of HSP-1/2 concentration (mg/mL, mean + SD) in the first and second
ejaculate from good and poor fertility stallions measured in the non-breeding and
breeding season are shown in Table 1. There were no differences (P>0.05) in HSP-1/2

concentration among adult stallion ages (3-25yrs).
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Table 1. HSP-1/2 concentration (mg/mL, mean + SE) in the first and second ejaculate from
stallions with good (n = 6) and poor (n = 5) fertility measured in the non-breeding and breeding
season.

Fertility NON-BREEDING BREEDING
Ejaculates
1 2 1 2
Good 10:97.+£1.1942 831 +0.824 1098+ 1.8142: 940420442
n==6 n==6 n=35 n=35

1999+ 1.21Ba 13.51 £0.798> 23,99 + 1.80Ba 13.77 £ 1.334b
Poor B

n n=4 n=4 n=4

AB Column values with different superscripts indicate significant difference (P<0.05).
2P Row values with different superscripts indicate significant difference (P<0.05).

4 Discussion

As a part of the fertilization process, seminal plasma proteins play an important
role in sperm reservoir formation, sperm capacitation and sperm-oocyte interactions
(FOXCROFT et al., 2008; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2008). Specific seminal
plasma proteins have previously been identified as potential markers of male fertility in
the bull (KILLIAN; CHAPMAN; ROGOWSKI, 1993) and stallion (BRANDON et al.,
1999; NOVAK et al., 2010). The present study investigated seminal plasma HSP-1/2
concentration to determine if these concentrations are related with stallion fertility in
vivo, providing the basis to use them as a complementary tool to identify sires with high
and low relative fertility that could have a considerable impact on reproductive
efficiency.

The highest values of HSP-1/2 concentration were found in the ejaculates from
stallions with poor fertility in the non-breeding and breeding season. This is consistent
with previous findings of Novak et al. (2010) in the breeding season. HSP-1/2 share
significant homology with PDC-109 (CALVETE et al., 1995b) and this protein at
higher concentrations induces membrane permeabilization (GASSET et al., 1997),
stimulates cholesterol and phosphatidylcholine efflux (THERIEN; MOREAU;
MANJUNATH, 1999), and also acts in the perturbation of the membrane integrity
(CALVETE; SANZ, 2007). Perhaps the greater amount of HSP-1/2 in seminal plasma,
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as detected in samples from stallions with poor fertility, had the same negative effect as
PDC-109 above mentioned. HSP-1/2 exhibits chaperone-like activity and may protect
other proteins of equine seminal plasma against misfolding, unfolding or aggregation
(SANKHALA et al., 2012). The structure of HSP-1/2 is largely unordered and it is
likely that this structural plasticity helps it to interact with other seminal plasma proteins
effectively and protect them under stress conditions. Probably the values observed in the
poor fertility stallions were related with a stress condition with production of other
proteins that stimulate the high concentration of HSP-1/2.

Additionally, the proteins HSP-1/2 were hypothesized to be similar to a sperm
motility inhibitor protein (SPMI, 18-22 kDa) originating from the seminal vesicles
(BRANDON et al., 1999). The HSP-1/2 comprised 80% of the total proteins in the
samples of stallions of good fertility which agree with the results of Calvete et al.
(1994) that observed two major proteins, the heparin-binding HSP-1 and HSP-2,
accounted for 70-80% of the total seminal plasma protein. However, an increase in
HSP-1/2 concentration was observed in samples of seminal plasma of stallions
classified as poor fertility. The findings of Calvete et al. (1994) come only from healthy
reproductively active stallions while in this study were used stallions of good and poor
fertility. Total protein concentration showed the same pattern found for HSP-1/2
concentration since these proteins together account for 70-80% of the total proteins in
stallion seminal plasma (CALVETE et al., 1994).

The HSP-1/2 show higher concentration in the ejaculates from stallions in the
poor fertility group, in the first and second ejaculate in the non-breeding season and in
the first ejaculate in the breeding season in comparison with the good fertility group. In
contrast, the second ejaculate in breeding season not shown to vary between the fertility
groups. Perhaps the increase in the ejaculations number of the stallions during the
breeding season may have an effect in the amount of HSP-1/2 without variation
between fertility groups in the second ejaculate.

The HSP-1/2 concentration did not show differences in the first and second
ejaculates of good fertility stallions in both the non-breeding and breeding season,
indicating uniformity in their concentrations. On the other hand, HSP-1/2 concentration
observed in samples of seminal plasma of stallions classified as poor fertility showed
difference between the first and second ejaculate in both the non-breeding and breeding

season.



36

In conclusion, the concentration of the major proteins of stallion seminal plasma
HSP-1/2 was higher in ejaculates from stallions with poor fertility, is not influenced by

the season and could serve as biomarker for poor fertility in stallions.
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4 CONCLUSAO

Existem diferencas nas concentracGes das principais proteinas do plasma
seminal HSP-1/2 dos garanhdes de alta e baixa fertilidade.

A concentracdo das HSP-1/2 foi superior nos ejaculados de garanhdes de baixa
fertilidade, e ndo foi influenciada pelo periodo de coleta (estacdo e fora da estacdo
reprodutiva), podendo assim, ser indicada como biomarcador da baixa fertilidade em

garanhdes.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

E importante conhecermos e quantificarmos proteinas cujos genes possam ser
candidatos a fertilidade do garanhdo, e os resultados obtidos neste estudo poderdo
direcionar futuras pesquisas para a identificagéo precoce de reprodutores de alta e baixa
fertilidade.
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Horse Seminal Plasma proteins (HSP-1 and HSP-2)
concentration: a possible marker for poor fertility?

Luisa. A. D. Garcia, Enio L. R. Brifo, Priscila Serpa, Joana Gregory, Claudio Natalini, Rodrigo C. Mattos and Maria Inés M. Jobim
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Summary: Seminal plasma (SP) proteins have been assessed in relation to reproductive fertility levels or infertility, in several species of
mammals, particularly domestic animals. Horse seminal plasma proteins 1 (HSP-1) and 2 (HSP-2) are the most abundant proteins in equine
seminal plasma. The aim of this study was to investigate in adult stallions the concentrations of seminal plasma HSP-1/2 and total protein
in the breeding season and non-breeding season and to determine if these concentrations were related with fertility. Seminal plasma was
obtained from 42 ejaculates of 11 adult stallions (3-25 yrs). Stallions were allocated into two groups (good and poor fertility) according
to pregnancy rates of mares, and to their semen viability data in the first collection day. Seminal plasma HSP-1/2 concentrations (mg/mL)
were measured and analyzed by an Ultra High Performance Liquid Cromatography using a UHPLC column. There were significant diffe-
rences (P <0.05) in total protein and HSP1/2 concentration (mg/mL, mean =SD) in the ejaculates from good and poor feriility stallions.
The HSP1/2 concentration did not show differences in the first and second ejaculates of good fertility stallions in both the non-breeding
and breeding season. Seminal plasma of stallions classified as poor fertility showed significant difference (P < 0.05) in HSP-1/2 concentra-
tion between the first and second ejaculate in both the non-breeding and breeding season. In conclusion, the concentration of the major
proteins of stallion seminal plasma HSP1/2 was higher in ejaculates from stallions with poor feriility, is not influenced by the season and
could serve as biomarker for poor fertility in stallions.

Keywords: stallion / UHPLC / breeding season / seminal plasma / reproduction

Ist die Konzentration der Sperma-Plasmaproteine HSP-1 und HSP-2 des Pferdes ein méglicher Marker for mangelhafte
Fruchtbarkeite

Die Proteine des Seminalplasmas wurden im Zusammenhang mit dem Fruchtbarkeits- oder Unfruchtbarkeitslevel diverser Stiugetiere, spe-
ziell der Haustiere, bewertet. Die “Horse Seminal Plasma” Proteine 1 (HSP-1) und 2 (HSP-2) sind die am meisten vorkommenden Proteine
im Seminalplasma von Pferden. Ziel der Studie war es, die Konzentration des Seminalplasmas HSP-1/2 und die gesamten Proteine bei
erwachsenen Hengsten, wiihrend und auBerhalb der Decksaison zu untersuchen und festzustellen, ob diese Konzentrationen mit der Frucht-
barkeit zusammenhéngen. Seminalplasma wurden aus 42 Ejakulaten von 11 erwachsenen Hengsten (3—25 Jahre) gewonnen. Die Hengste
wurden in zwei Gruppen aufgeteilt (hohe und niedrige Fruchtbarkeit) gemé&B der Tréchtigkeitsrate der Stuten und der Viabilitét des Samens
in der Sameneninahme des ersten Tages. Samenplasma wurde aus 42 Ejakulaten gewonnen und die Konzentration von HSP-1/2 (mg/ml)
wurden mit einer Hochleistungsflussigkeitschromatographie unter Anwendungen einer UHPLC Trennséule gemessen und analysiert. Es wur-
den signifikante Unterschiede (P < 0.05) in der Konzentration der gesamten und der HSP1/2 Proteine (mg/mL, Durchschnitt = SD) im Eja-
kulat der Hengste mit hohen und niedrigen Fruchtbarkeit festgestellt. Die HSP1\2 Konzentration der Hengste mit hoher Fertilitéit zeigte kei-
nen Unterschied im ersten und zweiten Ejakulat sowohl wéihrend als auch auBerhalb der Decksaison. Seminalplasma, der mit niedriger Fer-
tilitat eingestuften Hengste, zeigten einen signifikanten Unierschied (P < 0.05) zwischen dem ersten und zweiten Ejakulat sowohl innerhalb
als auch auBBerhalb der Decksaison. AbschlieBend wurde festgestellt, dass die HPS1/2 Konzentration, die am haufigsten vorkommende Pro-
teine, hoher im Ejakulat der Hengste mit niedriger Fertilitét war, diese nicht durch die Saison beeinflusst wurde und kann als Biomarker
geringer Fertilitéit eingesetzt werden.
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Introduction

L. A D Garcia et al.

Progress has been made in developing reliable indicators of
ejaculate quality that allow exclusion of low-quality ejaculates
for use in natural breeding or artificial insemination. Physical
semen characteristics and sperm morphology measurements
allow detection of the stallions most likely to be fertile. Howe-
ver, some of them are or became subfertile despite accepta-
ble results of the conventional breeding soundness examina-
tion (Barrier-Battut et al. 2005). The ability to select these fer-
tile stallions or predict fertility using biomarkers is a promising
goal. Accurate or predictive genetic and profein markers are
still needed.

Plerdeheilkunde 30 (2014)

The suggested functions of seminal plasma proteins include
their involvement in several essential steps preceding fertiliza-
tion, such as regulating sperm capacitation, establishment of
the oviductal sperm reservoir, modulation of the uterine
immune response and sperm transport in the female genital
tract, as well as in gamete interaction and fusion (Tépfer-
Petersen et al. 2005).

Seminal plasma (SP) proteins have been assessed in relation
to reproductive fertility levels or infertility, in several species of
mammals, particularly domestic animals. SP proteins have
been identified as associated with high and low fertility in
bulls (Killian et al. 1993) isolated as osteopontin (OPN) and
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lipocalin-type prostaglandin D synthase respectively (Cance/
et al. 1997, Gerena et al. 1998). The latter has been always
present in the sperm-rich fraction of ejaculates in species with
fractionated ejaculation. OPN has been related to fertility in
pigs (Hao et al. 2006, Hao et al. 2008) and stallions (Bran-
don et al. 1999). Jobim et al. (2005) observed one protein
(20-25kDaq, pl 8.5-8.7) present only in the ejaculates of
high fertility stallions and another protein (25-30kDa,
pl 7.5-7.7) that had higher relative protein content in ejacu-
lates of low fertility stallions. More recently, the abundance of
cysteine-rich secretory protein 3 (CRISP3) was positively rela-
ted to first cycle conception rate and the abundance of four
seminal plasma proteins were identified as being negatively
related to fertility; these were identified as kallikrein-1E2
(KLK?2), clusterin, and seminal plasma proteins 1 (SP1) and 2
(SP2) (Novak et al. 2010).

Horse seminal plasma proteins 1 (HSP-1) and 2 (HSP-2);
recently, renamed SP-1 and SP-2, respectively are the most
abundant proteins in equine seminal plasma, accounting for
70-80% of the total proteins (Calvete et al.1994). They sho-
wed heparin-binding ability (Calvete et al. 1994) and were
found to be associated to the sperm surface, indicating a
potential role in fertilization (Tépfer-Petersen et al. 2005).
They belong to the short seminal Fn-2 type proteins (Calvete
et al. 1995 and Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005) and are the
equine orthologs to the major bovine heparin-binding pro-
teins (BSP), which have been shown to be involved in early
fertilization steps (capacitation).

The season of the year influences many of the physical and
chemical characteristics of stallion semen as well as fertility
(Pickett et al. 1975). The influence of season on the total pro-
tein concentration and the composition of seminal plasma of
many species has been described in the ram (Perez-Pé et al.
2001, Cardozo et al. 2006), boar (Trudeau et al. 1986,
Strzezek 2002) and horse (Janeft et al. 2003), with significant
differences between breeding and non-breeding seasons.

The aim of this study was to investigate in adult stallions the
concentrations of seminal plasma HSP-1/2 and total protein
in the breeding season and non-breeding season and to
determine if these concentrations were related with fertility.

Material and methods

Animals and Samples Collection

Seminal plasma was obtained from 11 adult stallions (3-
25yrs) from commercial herds in the State of Rio Grande do
Sul, Brazil (30° 16’ 57" latitude south and 55° 53" 47" lon-
gitude west at 145 meters above sea level). Data were col-
lected during the non-breeding season (winter and spring
months) and the breeding season (summer months). Stallions
were maintained under similar handling and feeding condi-
tions, kept free in pastures. They were allocated into two
groups (good and poor fertility; Giesecke et al. 2010) accor-
ding to pregnancy rates of mares assessed by veterinary and
to their semen viability data in the first collection day. Stallions
of good fertility (n=6) had a minimum of 65% of pregnancy
rates during the 2-year period and more than 1.5 %107 via-
ble sperm. Stallions classified as poor fertility (n=5) had no
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more than 55% of pregnancy rates and less than 1.4 x 109
viable sperm. Sperm viability (SV) was calculated using the
following formula: SV = progressive sperm motility * morpho-
logically normal sperm * sperm concentration.

Two ejaculates were collected by artificial vagina from each
stallion in the breeding season and non-breeding season
with one hour of interval. One of the poor fertility stallion
die during the experiment and was not collected in the bree-
ding season. A total of 42 ejaculates from 11 stallions were
used. After collection and analysis, a 2.0mlL aliquot of
semen was centrifuged at 1,500 xg for 15 to 20 min to
obtain seminal plasma. The supernatant seminal plasma
was transferred to cryovials for storage in liquid nitrogen
and subsequent laboratory analysis. Frozen samples were
thawed, recentrifuged at 10,000 xg for 60 min at 4°C and
50uL were taken from the supernatant and transferred to
cryovials for storage at -80°C.

Semen Collection and Evaluation

After collection, gel-free semen was taken fo evaluate for
volume, sperm motility, sperm concentration, and percent of
morphologically normal sperm, according to conventional
semen analysis described by Sieme et al. (2001).

Total Protein Concentration

Protein concentration in seminal plasma from each sample was
assessed according to the method described by Lowry et al.
(1951), using bovine serum albumin (1 mg/mLl) as a standard.

HSP-1/2 Concentrations

Seminal plasma HSP-1/2 concentrations (mg/ml) were mea-
sured according to the method described by Calvefe et al.
(1997) with modification (trifluoroacetic acid was replaced by
trichloroacetic acid as one of the mobile phases for chroma-
tography analyses). The samples were defrosted at room tem-
perature, filtered in 0.22um filters (Biofil Syringe Filter) and
analyzed by an Ulira High Performance Liquid Cromatogra-
phy using a Thermo Fisher Scientific UHPLC column (Hypersil
Gold AX 50 2.1mm, 1.9 micron pore) eluted at 1 mL/min
with a gradient of 0.1% (v/v) trichloroacetic acid in (A) water
and (B) acetonitrile as follows: isocratically with 25% B for
5 min, followed by 25-30% B for 5 min, and 30-70% B for
160 min. Proteins were detected at 220nm. Integration of the
sample curves with the calibration curve was done with
ChromQuest® and values for the HSP-1/2 protein concentra-
fion were aftained. The calibration curve was obtained with
HSP-1/2 purificated kindly provided by Dr. J. J. Calvete (Insti-
tuto de Biomedicina de Valencia, Spain).

Statistical analysis
Data were analyzed using Statistical Analysis Software (SAS®).
Analysis of variance (GLM—General Linear Model) was perfor-

med to compare (among fertility groups) the HSP-1/2 and total
protein concentration in the first and second ejaculate from
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good and poor fertility stallions measured in the non-breeding
and breeding season. The Tukey post hoc test was used to loca-
te differences and P<0.05 was regarded as significant.

Results

Overall pregnancy rates ranged from 66—-100% in stallions
of good fertility and from 0—-53% in stallions of poor fertility.
In two samples from the good fertility group and in one sam-
ple from the poor fertility group HSP1/2 detection was not
possible. HSP-1/2 (n =39 ejaculates) and total protein con-
centration (n =42 ejaculates) (mean = SD) from stallion with
good and poor fertility are shown in Figure 1. There were dif-
ferences (P < 0.05) in total protein and HSP1/2 concentration
(mg/mL, mean =SD) in the ejaculates from good and poor
fertility stallions. HSP-1/2 accounting for 80% of the total
proteins in the samples of stallions of good fertility, while that
HSP-1/2 accounting for 93% of the total proteins in stallions
classified as poor fertility. Results of HSP-1/2 concentration
(mg/mL, mean=SD) in the first and second ejaculate from
good and poor fertility stallions measured in the non-bree-
ding and breeding season are shown in Table 1. There were
no differences (P>0.05) in HSP-1/2 concentration among
adult stallion ages (3—25yrs).

Discussion

As a part of the fertilization process, seminal plasma proteins
play an important role in sperm reservoir formation, sperm
capacitation, and sperm-oocyte interactions (Foxcroff et al.
2008, Rodriguez-Martinez et al. 2008). Specific seminal plas-
ma proteins have previously been identified as potential mar-

mHSP

Protein Concentration (mg/mL)

Fig. 1 HSP-1/2 (n =39 ejaculates) and total protein (n=42 eja-
culates) concentration (mean = SD) from stallion with good and poor
fertility. Different superscripts indicate differences (P < 0.05).
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kers of male fertility in the bull (Kiffian et al. 1993) and stallion
(Brandon et al. 1999, Novak et al. 2010). The present study
investigated seminal plasma HSP-1/2 concentration to determi-
ne if these concentrations are related with stallion fertility in
vivo, providing the basis fo use them as a complementary tool
to identify sires with high and low relative fertility that could
have a considerable impact on reproductive efficiency.

The highest values of HSP-1/2 concentration were found in
the ejaculates from stallions with poor fertility in the non-bree-
ding and breeding season. This is consistent with previous fin-
dings of Novak et al. (2010) in the breeding season. HSP-1/2
shares significant homology with PDC-109 (Calvete et al.
1995) and this protein at higher concentrations induces
membrane permeabilisation (Gasset et al. 1997), stimulates
cholesterol and phosphatidylcholine efflux (Therien et al.
1999), and also acts in the perturbation of the membrane
integrity (Calvete et al. 2007). Perhaps the greater amount of
HSP-1/2 in seminal plasma, as detected in samples from stal-
lions with poor fertility, had the same negative effect as PDC-
109 above mentioned. HSP-1/2 exhibits chaperone-like acti-
vity and may protect other proteins of equine seminal plasma
against misfolding, unfolding or aggregation (Sankhal et al.
2012). The structure of HSP-1/2 is largely unordered and it is
likely that this structural plasticity helps it to interact with other
seminal plasma proteins effectively and protect them under
stress conditions. Probably the values observed in the poor
fertility stallions were related with a stress condition with pro-
duction of other proteins that stimulates the high concentra-

tion of HSP-1/2.

Additionally, the proteins HSP1/2 were hypothesized to be
similar to a sperm motility inhibitor protein (SPMI, 18-22
kDa) originating from the seminal vesicles (Brandon et al.
1999). The HSP-1/2 comprised 80% of the total proteins in
the samples of stallions of good fertility which agree with the
results of Calvefe et al. (1994) that observed two major pro-
teins, the heparin-binding HSP-1 and HSP-2, accounted for
70-80% of the total seminal plasma protein. However an
increase in HSP-1/2 concentration was observed in samples
of seminal plasma of stallions classified as poor fertility. The
findings of Calvete et al. (1994) come only from healthy
reproductively active stallions while in this study were used
stallions of good and poor fertility. Total protein concentration
showed the same pattern found for HSP-1/2 concentration
because these proteins together account for 70-80% of the
total proteins in stallion seminal plasma (Calvefe et al. 1994).

The HSP 1/2 show higher concentration in the ejaculates from
stallions in the poor fertility group, in the first and second eja-

Table T HSP-1/2 concentration (mg/mL, mean = SE) in the first and second ejoculate from stallions with good (n = 6) and poor (n = 5) fertility
measured in the non-breeding and breeding season.
Fertility non-breeding breeding
Ejaculates
1 2 1 2

10.97 + 1,19 8.31 + 0.82% 10.98 = 1.81% 9.40 = 2.04%
Good n=2=o n==6 n=2>5 n=2>5

19.99 = 1.21% 13.51 = 0.79% 23.99 = 1.80% 13.77 = 1.33*
Poor

n=2=5 n=4 n=4 n=4

** Column values with different superscripts indicates significant difference (P<0.05).
“* Row values with different superscripts indicates significant difference (P<0.05)
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culate in the non-breeding season and in the first ejaculate in
the breeding season in comparison with the good fertility
group. In contrast, the second ejaculate in breeding season
not shown to vary between the ferfility groups. Perhaps the
increase in the ejaculations number of the stallions during the
breeding season may have an effect in the amount of HSP1/2
without variation between feriility groups in the second ejacu-
late.

The HSP1/2 concentration did not show differences in the first
and second ejaculates of good fertility stallions in both the non-
breeding and breeding season, indicating uniformity in their
concentrations. On the other hand, HSP-1/2 concentration
observed in samples of seminal plasma of stallions classified as
poor fertility showed difference between the first and second
ejaculate in both the non-breeding and breeding season.

In conclusion, the concentration of the major proteins of stal-
lion seminal plasma HSP1/2 was higher in ejaculates from
stallions with poor fertility, is not influenced by the season and
could serve as biomarker for poor fertility in stallions.
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