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RESUMO

ELETROFORESE BIDIMENSIONAL EM GEL DE POLIACRILAMIDA DO
PLASMA SEMINAL EQUINO E SUA RELACAO COM A
CONGELABILIDADE DO SEMEN

Tese de Doutorado

Autor: Cristina Rodrigues Trein

Orientadora: Maria Inés Mascarenhas Jobim

O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil proteico do plasma seminal equino
utilizando eletroforese bidimensional de gel de acrilamida (2D-PAGE) e determinar se
algumas das proteinas presentes estavam relacionadas com a congelabilidade do sémen.
O plasma seminal foi coletado de dez garanhfes, de alta e baixa congelabilidade de
sémen, provenientes do Haras Estatal da Baixa Saxobnia, na cidade de Celle, na
Alemanha e rotineiramente utilizados em programas de inseminacao artificial. Vinte e
cinco bandas proteicas foram encontradas nos géis bidimensionais (12%) e sete delas
foram identificadas por MALDI-MS. Das 25 proteinas encontradas nas amostras de
plasma seminal dos garanhdes, duas bandas proteicas apresentaram densidade Optice
superior (P<0,05) nas amostras de garanhdes de alta congelabilidade o sémen: as bandas
5 (80-85 kDa, pl 7,54), que foi identificada como CRISP3 e a 45 (18,2 kDa, pl 5,0-5,2)
identificada como HSP-2. Contrariamense banda 7 (75,4 kDa, pl 6,9 — 7,4),
identificada como lactoferrina, a 15 (26,7 kDa, pl 5,51) identificada como calicreina, a
25 (25 kDa, pl 7,54) como CRISP3 e a 35 (13,9 kDa, pl 3,8 — 4,2) que foi identificada
como HSP-1, apresentaram valores de densidade Optica superior (P<0,05) nos
reprodutores de baixa congelabilidade do sémen. As proteinas foram identificadas
através de espectometria de massa MALDI-MS. As evidéncias encontradas neste
experimento mostram que existem diferencas no perfil proteico dos reprodutores de alta
e baixa congelabilidade do sémen, sugerindo as proteinas CRISP3 e a HSP-2 como
possiveis marcadores da alta congelabilidade de sémen de garanhdes.
Palavras-chaveCRISP3, HSP-1, HSP-2, lactoferrina, calicreina, eletroforese

bidimensional



ABSTRACT
TWO-DIMENSIONAL POLYACRYLAMIDE GEL ELECTROPHORESI S OF
EQUINE SEMINAL PLASMA PROTEINSAND THEIR RELATION WITH
SEMEN FREEZABILITY
Thesis

Author: Cristina Rodrigues Trein

Adviser: Maria Inés Mascarenhas Jobim

The objective of this study was to evaluate protein profile of equine seminal
plasma using two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE) and to
find if any of these proteins were related to semen freezability. Seminal plasma was
collected from 10 stallions of high and low semen freezability routinely used in Al
programs from the State Stud of Lower Saxony and Artificial Insemination Center.
Twenty five protein spots were identified from the 2 D gel (12%), seven of which were
present in all samples. Of the 25 proteins found in the research stallions, two spots
showed superior relative content (P<0.05) in seminal plasma samples collected from
stallions with high semen freezability: the spots 5 (80-85 kDa, pl 7.54) was identified as
CRISP3 and 45 (18.2 kDa, pl 5.0-5.2) was identified as HSP-2. Conversely, the spot 7
(75.4 kDa, pl 6.9 — 7.4) was identified as lactoferrin, 15 (26.7 kDa, pl 5.51) was
identified as kallikrein, 25 (25 kDa, pl 7.54) was identified as CRISP3 and 35 (13.9
kDa, pl 3.8 — 4.2) was identified as HSP-1, showed superior relative protein content
(P<0.05) on seminal plasma samples from stallions with low semen freezability. The
proteins were identified by MALDI-MS. There were differences in the seminal plasma
protein profile between stallions with high and low semen freezability. It may be
suggested that CRISP3 and HSP-2 may be considered possible seminal plasma markers

of high semen freezability.

Key-words: CRISP3, HSP-1, HSP-2, lactoferrin, kallikrein, two-dimensional

electrophoresis
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1 INTRODUCAO

Os negacios que envolvem a criagéo e utilizacdo do cavalo ocupam uma posicao
de destague nos paises desenvolvidos e em muitos daqueles em desenvolvimento, como
o Brasil (CEPEA, 2006).

O Complexo do Agronegécio Cavalo no Brasil possui uma importancia social e
econdmica traduzida por uma movimentacao financeira da ordem de R$ 7,3 bilhdes por
ano e a ocupacao direta de cerca de 640 mil pessoas, cifra que poderia atingir a casa de
3,2 milhdes se os empregos considerados indiretos forem incluidos (CEPEA, 2006).

Sabe-se que uma das ferramentas responsaveis pelo incremento da criacao
nacional € o melhoramento genético, sendo que a biotecnologia da reproducdo em
equinos, através da maximizacdo do aproveitamento do potencial genético de animais
de alto padrdo, € uma area que vem conquistando cada vez mais espac¢o dentro da
equinocultura nacional e mundial.

Atualmente, técnicas de reproducdo assistida como a inseminacdo artificial,
transferéncia de embrides, criopreservacdo de gametas e embrides, feriitizaizap
transferéncia intrafalopiana de gametas e inseminagdo intracitoplasmatica tem
impulsionado pesquisas com o objetivo de aperfeicoar a aplicabilidade de tais técnicas e
incrementar os indices obtidos a campo.

Relata-se que em equinos, a primeira congelacdo de sémen bem sucedida
ocorreu em 1950. No entanto, somente em 1957 que Barker e Gandier relataram a
primeira concepg¢ao decorrente de inseminagcdo com sémen congelado.

Dentre as varias vantagens no uso de sémen congelado destacam-se: éguas e
potros ndo precisam ser transportados até os garanhdes; a ansiedade em relacdo a
logistica do sémen e problemas associados com o sémen refrigerado séao eliminados; os
garanhdes podem participar de eventos durante a estacao de coberturas; doencgas, lesdes
ou Obitos ndo impedem a continuagdo do uso do sémen dos animais para reproducao;
utilizacdo em maior escala do sémen de reprodutores geneticamente superiores;
possibilidade de distribuicdo internacional; formacdo de um banco genético e
disponibilidade deste por tempo indeterminado (SAMPER & HANKINS, 2001;
LOOMIS, 2001; LOOMIS & SQUIRES, 2005).

Entre as desvantagens, destaca-se a grande variabilidade individual na qualidade

do sémen pods-descongelacdo entre os garanhfes e as de taxas de prenhez inferiores
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quando comparado & monta natural e inseminacdo com sémen refrigerado (SAMPER &
HANKINS, 2001; LOOMIS, 2001).

Apesar dos progressos realizados nos Uultimos anos no processo da
criopreservacdo, a eficiéncia desta biotecnologia segue sendo insuficiente para ser
aplicada de forma rotineira na indUstria equina. As lesfes espermaticas, como
consequéncia implicita da aplicagdo da tecnologia do congelamento levam a alteracdes
na viabilidade, integridade de membrana, estado acrossomal e da motilidade dos
espermatozoides (MAXWELL et al., 1997; MAXWELL & JOHNSON, 1999), além
disso, também ocorre o aparecimento de uma subpopulacdo de espermatozoides em um
estado de capacitacdo ou pré-capacitacdo que culmina em exocitose prematura do
conteudo acrossomal, provocando uma diminuicdo da capacidade fecundante dos
espermatozoides processados (MAXWELL & JOHNSON, 1997; CENTURION et al.,
2003; PARRILLA et al., 2004). Entre os fatores que ocasionam esta situacdo esta
incluida a perda de substéncias protetoras procedentes do plasma seminal que cobrem a
membrana plasmatica do espermatozoide (MAXWELL & JOHNSON, 1997,
PARRILLA et al., 2004).

A adicdo de certa quantidade de plasma seminal aos diluentes utilizados no
processo de criopreservacdo tem sido base de diversos estudos, cujo objetivo foi
minimizar os danos espermaticos na aplicacdo desta biotecnologia (MAXWELL &
JOHNSON, 1999). Sem duvida, o efeito da adicdo de plasma seminal aos
espermatozoides nas diferentes espécies domeésticas € controvertido, apresentando
efeitos tanto positivos quanto negativos na funcdo espermatica, na fertilidade ou na
congelabilidade do sémen. Alguns autores observaram um efeito prejudicial sobre a
sobrevivéncia espermatica de algumas fracbes do plasma seminal, como a fracao
prostatica de cdes (ENGLAND & ALLEN, 1992), a fracdo gelatinosa em equinos e
suinos (MANN & LUTWAK-MANN, 1981) ou a secrecao das vesiculas seminais no
bode (AZEREDO et al., 2000). Uma possivel explicacdo para a variabilidade
encontrada nos efeitos do plasma seminal poderia ser a presenca ou auséncia de
determinados componentes do plasma seminal, assim como a variacdo existente na
concentracdo dos mesmos, mais provavelmente no caso de componentes proteicos
(FOURNIER-DELPECH & THIBAULT, 1993).

Diversos estudos demonstraram uma relacdo entre certas proteinas do plasma
seminal do touro e indices de fertilidade apresentados por estes animais (KILLIAN et
al., 1993; BELLIN et al., 1994; MOURA et al., 2006; MOURA et al., 2007; MOURA et



11

al., 2010), bem como algumas proteinas do plasma seminal foram relacionadas com a
congelabilidade do sémen bovino (RONCOLETTA et al., 2000; JOBIM, 2001; JOBIM

et al., 2004; BERGERON et al., 2007; MANJUNATH et al., 2007), ovino (BARRIOS

et al., 2000REBOLLEDO et al., 2007)bubalino (HIRON et al., 2006; ASADPOUR et

al., 2007) e do suino (CASAS et al., 2009).

Também foram observadas diferencas nos efeitos do plasma seminal sobre os
espermatozoides dependendo da fonte de plasma seminal: machos de alta ou baixa
fertilidade (HENAULT & KILLIAN, 1996; AURICH et al., 1996) ou machos com alta
ou baixa motilidade pds-descongelacdo (VIDAMENT, 2005).

Entretanto, os estudos das proteinas do plasma seminal equino e sua relagdo com
a congelabilidade do sémen s&o ainda limitados e o perfil proteico do plasma seminal
equino ainda nao foi relacionado a congelabilidade do sémen através de eletroforese
bidimensional.

Assim, a pesquisa relatada nesta tese teve como objetivos:

1. Avaliar o perfil proteico do plasma seminal de garanhfes de alta e baixa
congelabilidade do sémen, utilizados em Programas de Inseminacao Artificial,
atraves de eletroforese bidimensional,

2. Relacionar o perfil proteico do plasma seminal com a congelabilidade do
sémen de garanhdes doadores;

3. Identificar as proteinas de relevancia para a congelabilidade do sémen,

caracterizadas nesta pesquisa, pelo sequenciamento através de espectometria de massa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Espermatozoide

As principais caracteristicas morfolégicas do espermatozoide foram
conhecidas no inicio do século XX. Nessa época, a fisiologia e a bioquimica do
sémen avancaram significativamente, mas varios anos ainda transcorreram para a
evidenciacdo de que as funcbes mais importantes do espermatozoide, como a
motilidade e a capacidade de fertilizacdo, fossem associadas as diferentes estruturas
da célula espermatica: cabeca, cauda ou flagelo e membrana plasmatica.

A cabeca do espermatozoide contém o nucleo, com uma estrutura de dupla
parede, 0 acrossoma, situado entre a membrana plasmatica e a porcado anterior do
nucleo. Dentro do ndcleo, existe cromatina condensada, DNA e a protamina, principal
proteina associada ao DNA espermatico. A cabeca do espermatozoide equino mede
6,62+ 0,02um de comprimento por 3,26 + 0,18 de largura e tem uma area de 16,28
+ 0,80 um®. A porgdo anterior do nudcleo é envolta pelo acrossoma, uma vesicula
especializada, formada por uma dupla membrana, que € constituido dos segmentos
apical, principal e equatorial (REFERENCIA).

Durante a reacao acrossomica, a membrana externa do acrossoma e a membrana
plasmatica fundem-se e sdo formadas vesiculas; através dos espac¢os formados, ocorre a
exocitose do conteudo acrossomal (EDDY, 1988). O segmento equatorial ndo contém
enzimas; consequentemente, ndo esta envolvido com a reacdo acrossémica, mas a
membrana plasmatica funde-se com a membrana do odcito nesta area (AMMAN &
GRAHAM, 1992).

O acrossoma contém gicolipideos e enzimas, como a fosfolipase A (ALLISSON
& HARTREE, 1970), pré-acrosina, hialuronidase, esterases e hidrolases acidas,
envolvidas no processo da fertilizagdo (MANN & LUTWAK-MANN, 1981). A
membrana acrossomal externa é composta por sete glicoproteinas (290, 280, 260, 115,
81, 58 e 46 kDa) e mais outras proteinas com 34 e 12 kDa. Foi sugerido que moléculas
glicosiladas neste sitio pudessem ajudar a estabilizar a membrana ou possuir um papel
funcional nos eventos de fusdo na reacdo acrossomal. As trés proteinas com peso
molecular em torno de 200 kDa e a de 58 kDa sao fosforiladas, enquanto que as
proteinas de 34 e 12 kDa parecem incluir proteinas de ligacdo a calmodulina (OLSSON,
1985).
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O flagelo ou cauda do espermatozoide mamifero é formado de quatro
segmentos distintos: o colo, a peca intermedidria, a peca principal e a peca final
(EDDY, 1988). As principais estruturas do flagelo sdo o axonema ou filamento
axial, a bainha de mitocondrias e a bainha fibrosa externa. O filamento axial é
composto de dois microtubulos centrais, circundados por nove microtubulos duplos,
que se estendem por todo o flagelo. Os microtubulos sdo compostos das peoteinas
e B tubulina, de 56 e 54,5 kDa, respectivamente e de outra proteina, a dineina, que
possui atividade ATPase (EDDY, 1988) e que prové energia quimica para o
mecanismo da movimentacdo espermética (AMANN & GRAHAM, 1992). A peca
intermediaria é envolvida pela bainha de mitocéndrias, tendo a forma de espiral
dupla, enquanto a peca principal contém a bainha fibrosa (EDDY, 1988). A bainha
mitocondrial contém enzimas e cofatores necessarios para a producdo de ATP
(AMANN & GRAHAM, 1992). A peca terminal, posterior a membrana fibrosa,
contém somente o axonema, recoberto pela membrana plasmatica (GARNER &
HAFEZ, 1995).

O espermatozoide é recoberto pela membrana plasmatica, uma dupla camada com
por¢Bes hidrofilicas de lipidios e de proteinas; complexas interagcfes entre eles regulam
0S receptores de membrana, 0s ions ou as enzimas e a funcdo celular
(HAMMERSTEDT et al.,, 1990). Esta membrana plasméatica esta subdividida em
regibes especificas, que diferem em sua composi¢céo e fungédo. Moléculas envolvidas na
reacao acrossOmica estao presentes na regido anterior do acrossoma (SAILLING, 1986);
moléculas envolvidas na fus@o oo0cito-espermatozoide sdo encontradas na regiao
posterior do acrossoma (SAILLING et al., 1985) e moléculas envolvidas com a
atividade flagelar estdo associadas com a membrana plasmatica do flagelo (KOPF et al.,
1986).

A composicdo da membrana plasmatica € modificada assim que o espermatozoide
deixa o testiculo. Alteracbes na superficie espermatica ocorrem durante a maturacao no
epididimo e durante a exposicédo aos produtos das glandulas acessorias na ejaculacéo; a
superficie espermatica também ¢é alterada no trato reprodutivo da fémea. Durante a
capacitacao, alguns componentes da superficie espermética sdo perdidos e outros
migram para fora de seus dominios. Essas mudancas na composi¢cao e organizacado dos
componentes da superficie da membrana espermatica indicam que os componentes da

membrana plasmatica sédo porc¢des dindmicas da célula (EDDY, 1988).
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2.2 O Plasma Seminal

O plasma seminal, fluido no qual os espermatozoides estdo suspensos na
ejaculacao, fornece o meio de sobrevivéncia e transporte espermatico; seu volume e
composic¢ao variam muito entre as espécies (MANN & LUTWAK-MANN, 1981).

O plasma seminal é um fluido complexo onde encontramos grandes quantidades
de &gua, ions inorgéanicos, acido citrico, agucares, sais organicos, prostaglandinas e um
namero variado de proteinas, que servirdo de tampao mantendo uma osmolaridade e pH
adequados, além de proporcionar fontes de energia para o0 metabolismo espermatico,
tanto aerébico como anaerdbico (MANN & LUTWAK-MANN, 1981). E sem duvida,
sao as proteinas secretadas, as que contribuem de forma mais relevante na regulacao de
maior parte das funcdes espermaticas, sendo objeto de numerosos estudos.

O contato dos espermatozoides com as distintas sustancias que compdem 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 duracao variavel, dependendo da espécie, desde os 5,5 dias na espécie humana,
7,5-11 dias no equino, até os 16 dias no ovino (FRANCA et al., 2005). No epididimo a
glicerilfosforilcolina, a carnitina e o &cido sialico sdo encontrados em altas
concentracdes; sdo também elevadas as taxas sodio/potassio, 0s principais cations no
plasma seminal dos mamiferos (MANN & LUTWAK-MANN, 1981).

Conforme o espermatozoide entra no epididimo, a membrana plasmatica sofrera
uma grande remodelacdo, tanto na composicdo proteica e fosfolipidica, como de
localizacéo dos diferentes dominios do espermatozoide. Enquanto que a maior parte das
proteinas testiculares sera eliminada ou sofrera degradacéo através de diversas enzimas
proteoliticas, como ocorre com os diferentes membros da familia Adams (BLOBEL,
2000), a hialorunidase (pH20/2B1) (SEATON et al., 2000) e a forma germinal da
enzima conversora da angiotensina (GATTI et al., 1999), um grande nimero de novas
proteinas secretadas pelo epididimo (principalmente na regido da cabeca e corpo) serao
integradas na membrana espermatica durante seu transito epididimario (GATTI et al.,
2004; DACHEUX et al., 2005).
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2.2.1 Glandulas Acessorias

ApoOs a ejaculacdo, os espermatozoides procedentes do epididimo entram em
contato com as distintas secre¢des 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
ejaculados de um mesmo individuo, podendo ainda variar com a estacdo do ano ou
estado fisiologico do animal (PEREZ-PE et al., 2001; CARDOZO et al., 2006).
Variagbes na composicdo do plasma seminal de diferentes machos tém sido
relacionadas com diferentes indices de fertilidade (KILLIAN et al., 1993; BELLIN et
al., 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.,, 2007REBOLLEDO et al., 2007; ASADPOUR et al.,

2007; CASAS et al., 2009). Em um experimento, 0s espermatozoides provenientes de
touros de alta e baixa fertilidade foram submetidos a lavagem e logo apds, expostos ao
plasma seminal de touro de fertilidade contrastante. Foi verificada a penetragdo em
oocito bovino livre de zona pelldcida e observado que os espermatozoides lavados e
expostos ao plasma seminal de touros de alta fertilidade penetravam mais o0citos que
aqueles espermatozoides expostos ao plasma seminal de touros de baixa fertilidade.
Entretanto, a penetracdo por espermatozoides de alta fertilidade era diminuida quando
expostos ao plasma seminal de touros de baixa fertilidade. O plasma seminal de touros
de baixa fertilidade pode conter fatores de antifertilidade, com um efeito mais negativo
nos espermatozoides de alta do que nos de baixa fertilidade (HENAULT & KILLIAN,
1996).

Outro aspecto influenciado pela variabilidade na composicéo do plasma seminal é
a motilidade espermética. Foi observado que a adigdo de plasma seminal heterdlogo
pode afetar positiva ou negativamente esta caracteristica, dependendo da fonte de
plasma seminal (AURICH et al., 1996; KNEUPPEL et al., 2000; SCHMITT, 2002;
TREIN, 2004).

Além das variacdes entre individuos e entre ejaculados, foram demonstradas
variacdes entre fracdes de plasma seminal equino em um mesmo ejaculado (AURICH et
al., 1998; KATILA et al., 2004; AKCAY et al. 2006;). Zhu et al. (2000) observaram

uma melhor taxa de penetracg@ovitro em espermatozoides incubados com plasma
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seminal proveniente da fracéo rica do ejaculado. E ainda, foram encontradas diferencas
na capacidade de sobrevivéncia espermatica ao processo de criopreservacao, de acordo
com a fracdo do ejaculado a que pertencessem (SIEME et &; K2004; KARESKOSKI et
al., 2006). Foi sugerido que estas variacbes poderiam estar relacionadas a diferengas no
perfil proteico das distintas fracdes do ejaculado (PENA et al., 2006).

As glandulas acessorias sdo as responsaveis pela producdo da maior parte do
volume do ejaculado. Entre os compostos secretados, encontram-se uma série de
componentes minerais como o zinco {Zncom propriedades de estabilizacdo de
macromoléculas e antibacteriana (STRZEZEK et al., 1987), o fon calcid),(Gae
participa dos fenbmenos de capacitacdo espermatica e reacdo acrossomal, 0os acgucares
como a frutose e o inositol, o acido citrico e o &cido ascorbico, que proporcionam
energia para o metabolismo celular (VOGLMAYR & AMANN, 1973; FREI et al.,
1990), aminoacidos (acido glutamico, carnitina, taurina, hipotaurina), que servem de
fonte de energia e de protec&o contra espécies reativas de oxigénio e enzimas (proteases,
acrosina, nucleases, fosfatase acida e alcalina e superoxido dismutase), que intervém na
liquefagdo seminal, penetracdo no od6cito pelo espermatozoide, digestdo de
espermatozoides mortos e danificados e protecdo contra espécies reativas de oxigénio
(HARRISON, 1975; ZINI et al., 1993).

2.3 Proteinas do Plasma Seminal

Conforme mencionado, 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),
proteinas que contém o dominio fibronectina tipo Il (Fn-1l), proteinas da familia das
espermadesinas. As principais proteinas do plasma seminal de diferentes espécies

encontram-se descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Principais proteinas do plasma seminal de diferentes espécies.

Familia ou

. Espécie Proteinas Referéncia
classe Proteica

Humano CRISP1, CRISP2 ,CRISP3 Udby et al., 2005

CRISPs Equino CRISP1, CRISP2, CRISP3 Schambony et al., 1998b
(HSP3) Topfer-Petersen et al., 2005
Rato CRISP1 Da Ros et al., 2004
Equino HSP-1, HSP-2, EQ-12 Calvete et al., 1995b

Topfer-Petersen et al., 2005
Saalman et al., 2001
Bovino BSP-A1/A2, (PDC-109), Manjunath & Sairam, 1987

Proteinas com BSP-30kDa Manjunath e Therien, 2002
dominio Ovino RSVP-14, RSVP-20, Barrios et al., 2005
fibronectina tipo RSP-15, RSP-22, RSP-24 Bergeron et al., 2005
Il (Fn-II). Caprino  GSP-14, GSP-15, GSP-20,Villemure et al., 2003
GSP-22 kDa
Suino pB1l Calvete et al., 19972
Bisonte  BISV-16, BISV-17, Boisvert et al., 2004
BISV-18, BISV-28 kDa
Equino HSP-7 Reinert et al., 1996
Espermadesinas Bovino  aSFP, Z13 Wempe et al., 1992

Tedeschi et al., 2000
Ovino Espermadesina de 15,5 kDa Bergeron et al., 2005

Suino AWN, AQN-1, AQN-3, Calvete et al., 1995¢c
PSPI/PSP-II Varela et al., 1997

Adaptado de Posadas, I. C. (2007)

2.3.1 Proteinas Ricas em Cisteina (CRISPSs)

Os membros da familia de proteinas CRISPs (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. Nas
varias espécies, a expressao génica da familia CRISP ocorre sob o controle androgénico
(CAMEO & BLAQUIER, 1976; JALKANEN et al., 2005).
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A funcdo dos diversos membros da familia CRISP na reproducdo parece estar
relacionada com processos de espermiogénese, maturacdo do espermatozoide,
capacitacdo espermatica e na interacdo espermatozoide-odcito (TOPFER-PETERSEN et
al., 2005).

O papel das proteinas CRISP na fertilizacdo foi bem estudado no rato. A
CRISP1 (inicialmente denominada proteina DE) torna-se fortemente associada a
superficie espermatica durante o transito epididimario e migra para o segmento
equatorial durante a capacitacdo (DA ROS et al.,, 2004). Ela participa da fusdo
espermatozoide-odcito através dos sitios de ligacdo da proteina a sitios complementares
na superficie do odécito (CUASNICU et al., 2001), entretanto, ndo participa nos eventos
da ativacdo do odcito (BUSSO et al., 2003). A analise da funcao estrutural indicou que
0s padrdes corretos das pontes dissulfito com a molécula é crucial para a realizacao
desta funcdo (ELLERMAN et al., 2002).

A CRISP2 (TPX1) estd envolvida na adesdo especifica das células da
espermatogénese as ceélulas de Sertoli (MAEDA et al., 1999).

A CRISP3 (HSP3) apresenta a particularidade de liberacdo da membrana
plasmatica (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).

As proteinas CRISPs no espermatozoide equino localizam-se na cabeca, em suas
regides equatorial e pos-acrossomal, bem como na peca intermediaria. Sua associacao
com a superficie espermatica tem inicio na regido do corpo do epididimo
(SCHAMBONY et al., 1998b). As CRISPs permanecem localizadas nos mesmos
compartimentos espermaticos apds a capacitacdo in vitro e a reacdo 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
(SCHAMBONY et al., 1998b). Este numero de moléculas da CRISP mostrou-se
diretamente correlacionadas a fertilidade individual de garanhdes (REINEKE et al.,
1999).

A CRISP3 (HSP-3) é a principal proteina do plasma seminal equino
(SCHAMBONY et al., 1998a) e seu gene € predominantemente expresso nas ampolas

do canal deferente, contribuindo assim para a alta concentracdo desta proteina
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(Img/mL) no plasma desta espécie. Quantidades superiores de CRISP3 foram
positivamente relacionadas com a taxa de concepcéao no primeiro ciclo por Novak, et al.
(2010) e poderia ser considerado um bom marcador de fertilidade no equino. O gene da
CRISP1 (AEGL1) é expresso em todo epididimo (GIESE et al., 2002a), enquanto que a
CRISP2 (TPX1), testiculo-especifica, é expressa ndo sO no testiculo, mas também no
epididimo e vesiculas seminais (GIESE et al., 2002b). O padrédo de expressao do gene
da CRISP foi acompanhado através do estudo do nivel proteico, no qual estas proteinas
foram detectadas com diferentes pesos moleculares (em torno de 25 kDa), no trato
genital do equino (TOPFER-PETERSEN et al., 2005).

Os diferentes padrbes de expressao dos genes das CRISPs, em garanhdes de
diferentes fertilidades podem sugerir a explicagdo para o papel essencial destas
proteinas na reproducéo equina (TOPFER-PETERSEN et al., 2005). Foi sugerido que a
CRISP1 e/ou moléculas da CRISP2 podem influenciar diretamente os eventos da
fertilizacdo (fusdo espermatozoide—od0cito), enquanto que a CRISP3 pode contribuir na
funcdo do plasma seminal no trato genital da fémea. Entretanto o preciso papel das
proteinas CRISP na fertilizacdo do equino ainda necessita de maiores investigacoes
(TOPFER-PETERSEN et al., 2005).

2.3.2 Proteinas que Contém o Dominio Fibronectina Tipo Il (Fn-II).

A familia de proteinas que contém o dominio fibronectina tipo Il (Fn-1l), sdo
caracterizadas pela presenca de dois modulos fibronectina tipo Il (Fn-1l), também
denominada dominios ‘BB’. Foram encontradas em varias espécies animais, sendo mais
abundante no bovino (BSP; MANJUNATH & SAIRAM, 1987), no caprino
(VILLEMURE et al., 2003), bisonte (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 — pB1 (CALVETE et al., 1997a). Mais recentemente foi
identificado um grupo de proteinas fibronectina Fn-Il, formadas por quatro modulos,
originarias do epididimo e que parecem estar relacionadas com a maturacao
espermatica. No equino esta proteina foi denominada EQ-12 (SAALMAN et al., 2001).

HSP-1 e HSP-2 foram recentemente, denominadas SP-1 e SP-2; (EKHLASI-
HUNDRIESER et al., 2005a). A caracterizacdo estrutural da HSP-1 equina mostrou que

ela € uma proteina que contém o dominio fibronectina tipo Il e pertence ao tipo ‘AABB’
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caracterizada por dois mdédulos (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 sado
sintetizadas nas ampolas (SAALMANN et al., 2001; EKHLASI-HUNDRIESER et al.,
2005a) e tanto a EQ-12 como a SP-1 e SP-2 sédo associadas a superficie espermatica
durante o transito epididimario e na ejaculacdo e ambas estdo presentes no
espermatozoide ejaculado. A abundancia de SP-1 foi negativamente relacionada a
fertilidade em equinos por Novak et al. (2010).

SP-1 e SP-2 sdo as proteinas mais abundantes no plasma seminal equino,
correspondendo a 70-80% do total de proteinas e sédo as ortélogas equinas das
principais proteinas de ligacdo a heparina do plasma seminal bovino (BSP), que estao
envolvidas na capacitacdo espermética (TOPFER-PETERSEN et al., 2005).

Na ejaculacdo, as proteinas que contém o dominio fibronectina tipo Il se unem
ao espermatozoide mediante interac6es especificas com os residuos de colina dos
fosfolipidios da membrana do espermatozoide (DESNOYERS & MANJUNATH, 1992;
MULLER et al., 1998), mediando a capacitacido pelo efluxo de colesterol e fosfolipidios
(THERIEN et al., 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 é, um polissacarideo de alto peso molecular, que se liga ao
espermatozoide bovino através de proteinas e € capaz de induzir a capacitacao
(LENZ et al., 1983; MILLER etl., 1990). Tal efeito é obtido através da modulacao
na atividade da proteina a qual ela se liga. Glicosaminoglicanos semelhantes a
heparina sé&o secretados, particularmente na fase folicular, pelo trato reprodutivo da
fémea, o0 que estimula a capacitacdo (LENZakt 1982). Além disso, essas
proteinas de ligacdo a heparina séo produzidas pelas glandulas acessorias (NASS et
al., 1990) e cobrem a superficie do espermatozoide ejaculado (MILLER et al.,
1990). No plasma seminal bovino, as principais proteinas de ligacdo a heparina sédo
as BSP (proteinas do plasma seminal bovino).

Avaliando a ligacao das proteinas BSP, Manjunath et al. (1993a) verificaram que
a BSP Al/A2 e a BSP 30 kDa exibiram uma alta atividade quando ligadas a
calmodulina, o que pode influenciar no transporte intracelular d6 €aa reacéo
acrossomal. Desta forma, as proteinas BSP estariam envolvidas com a capacitacao
espermatica e com a reacado acrossomal e, consequentemente, com os fenébmenos de

fertilizagéo.
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As proteinas BSP modulam a atividade da fosfolipase A2 e, com isso, regulam o
metabolismo dos fosfolipidios da membrana espermatica (MANJUNATH et al., 1994).
Os sitios de ligacdo dos colina-fosfolipidios nha membrana espermatica sdo substratos
para a fosfolipase A2 (PLA2), uma enzima-chave na capacitacdo (SOUBEYRAND et
al., 1998). Posteriormente, foi comprovado que as BSP promovem a capacitacéo
espermatica pela remocéo do colesterol da membrana plasmatica (THERIEN et al
1998; MOREAU et a] 1998; THERIEN et aJ 1999). Quando isso ocorre, a taxa
colesterol/fosfolipidios diminui, acontece o influxo de calcio e o pH intracelular
aumenta. Acredita-se que estes eventos sejam essenciais para que ocorra a reacao
acrossomal (MC CAULEY et al., 1996; THERIEN et,al999). Estas proteinas
também podem modular os efeitos de outros agentes capacitantes como Ssdo a
progesterona e a angiotensina-Il (FIOL DE CUNEO et al., 2004).

2.3.3 Proteinas da Familia das Espermadesinas

As espermadesinasdo glicoproteinas de baixo peso molecular (12-16 kDa)
compostas por 109 e 133 aminoacidos e constituidas estruturalmente por um Udnico
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-l e
PSP-1l) (SANZ et al., 1992; CALVETE et al., 1995a), no bovino - aSFP e Z13
(WEMPE et al., 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. Nessa espécie, as
espermadesinas representam mais de 90% das proteinas do plasma seminal.

As espermadesinas AWN, AQN-1 e AQN-3 do suino sao proteinas de ligagédo ao
espermatozoide e parecem estar envolvidas nos eventos mediados por carboidratos que
ocorrem na fertilizacdo (WAGNER et al., 2002; EKHLASI-HUNDRIESER et al.,
2005a).

HSP-7 é a espermadesina equina homéloga a AWN suina. Sua sequéncia
mostrou a troca de aminoacidos em apenas trés posicoes (REINERT et al., 1996;
EKHLASI-HUNDRIESER et al.,, 2002). Como é homologa a AWN suina, € uma
proteina de ligacdo a carboidratos. Mostrou propriedades de ligagdo a zona pellcida

equina, demonstrando seu papel na interacdo espermatozoide-zona pellcida. Em
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contraste com a AWN suina, foi primeiramente detectada na espermatogdnia, depois na
rete testis no epididimo e nas vesiculas seminais. Também foi isolada em alguns
espermatozoides testiculares (REINERT et al., 1997; HOSHIBA & SINOWATZ,
1998). 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).

2.3.4 Outras Proteinas do Plasma Seminal Equino

Existem outras proteinas presentes no plasma seminal equino e que contribuem
para a concentracdo total de proteinas do plasma seminal. As principais, quando
isoladas, foram designadas proteinas do plasma seminal equino (do HSP-1 ao HSP-8) e
possuem baixo peso molecular (de 14 a 30 kDa). Com excecédo da HSP-4, todas
apresentam propriedades de ligagdo ao espermatozoide e podem ser isoladas no
espermatozoide ejaculado.

HSP-1, HSP-2 e HSP-5 a HSP-8 apresentam propriedade de ligacdo a heparina e
como sdo encontradas na superficie espermatica, podem possuir um papel na
fertilizacéo.

HSP-1 e HSP-2 (recentemente, denominadas SP-1 e SP-2; EKHLASI-
HUNDRIESER et al.,, 2005a) ja foram mencionadas nas proteinas que contém o
dominio fibronectina tipo 1l (Fn-11). A HSP-3 foi também abordada nas proteinas ricas
em cisteina (CRISP) e a HSP-7 é a espermadesina equina homdéloga a AWN suina, que
ja foi citada na familia das espermadesinas.

HSP-4 € 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), a prevencéo da capacitacdo prematura e a reagdo acrossomica
espontanea, através do sistema adenilciclase/cAMP (FRASER et al., 2005).

HSP-5 ainda néo foi relacionada a nenhuma proteina conhecida. A sequéncia do
N-terminal nem a funcionalidade sdo encontradas em proteinas de outras espécies
(TOPPFER-PETERSEN et al., 2005).

HSP-6 e HSP-8 sado diferentes isoformas de uma mesma proteina, que pertence a
familia das calicreinas. Em garanhdes, quantidades maiores de calicreina 1E2 (KLK2)
foram relacionadas negativamente com a fertilidade (NOVAK et al, 2010). As

sequéncias do N-terminal de ambas isoformas mostraram alto grau de homologia com o
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antigeno prostatico humano (PSA), que esta envolvido na clivagem do coagulo seminal
(JONSSON et al., 2005).

Também foi descrito um numero de pequenas proteinas do plasma seminal
equino, como a lactoferrina (INAGAKI et al., 2002), que € originaria do testiculo e foi
encontrada também no céo (KIKUCHI et al., 2003) e, assim como a leptina e os fatores
de crescimento, podem promover a longevidade do espermatozoide (LACKEY et al.,
2002; CHAMPION et al., 2002) e varias enzimas como a lipase (CARVER & BALL,
2002), 1,4-glicosidase (DIAS et al., 2004) e a enzima de conversdo da angiotensina
(BALL et al., 2003).

2.3.5 Proteinas do Plasma Seminal Relacionadas a Congelabilidade do Sémen

Vérias proteinas do plasma seminal bovino tém influéncia na congelabilidade do
sémen. Roncoletta et al. (1997), através da andlise das proteinas do plasma seminal por
eletroforese unidimensional, verificaram um polipeptidio de 51 kDa de peso molecular
presente em 100% dos reprodutores de alta congelabilidade e ausente em 75% dos
animais de baixa congelabilidade. Posteriormente, utilizando a mesma metodologia,
Roncoletta (1999) relacionou o polipeptidio de 61 kDa com a congelabilidade do sémen
e identificou, através de imunodeteccdo, uma proteina de 26 kDa, como sendo a
prostaglandina D-sintetase tipo lipocalina, essa proteina apresentou quantidade
significativamente superior no plasma seminal dos reprodutores com superior
congelabilidade do sémen (RONCOLETTA et al., 2000). A prostaglandina D sintetase
tipo lipocalina j& foi relacionada por Killian et al. (1993) a fertilidade de reprodutores.

Jobim (2001) encontrou a BSP A1l/A2, a proteina acida do fluido seminal
bovino (aSFP), a clusterina, a albumina e a osteopontina (OPN) como proteinas do
plasma seminal bovino relacionadas a alta congelabilidade do sémen. A abundéancia
de clusterina foi identificada por Novak et al. (2010) como sendo negativamente
relacionada a fertilidade em garanhdes.

A remocao de moléculas com pesos moleculares menores que 8 kDa do plasma
seminal do galo também poderia aumentar a fertilidade do sémen resfriado. Porém, o
mesmo ndo acontecia quando o sémen era submetido a criopreservagcdo (VAN
VOORST & LEENSTRA, 1994).

Outras proteinas, como as do plasma seminal do carneiro, ap0s incubacéao, ligam-

se a membrana plasmatica do espermatozoide, revertendo os danos induzidos pelo frio
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na célula espermatica. Essa adsorcédo de proteinas, que reparam a superficie celular, é
um processo dependente da concentragcdo de proteina no meio de incubagdo. Apos
fracionamento das proteinas do plasma seminal, foi verificado que trés fracées tinham
esta capacidade e, através de microscopia eletronica, foi confirmada a alta atividade de
uma fracdo que reconstituia aproximadamente 50% da membrana plasmatica.
Diferencas na composi¢ao destas trés fracdes resultaram de uma banda principal de
aproximadamente 20 kDa, que deve ser a responsavel pela reconstituicdo das
caracteristicas de permeabilidade da membrana do espermatozoide (BARRIOS et al.,
2000).
O perfil proteico do plasma seminal equino, no entanto, ainda n&o foi

correlacionado com a congelabilidade do sémen atraves de eletroforese bidimensional.

2.4 A Eletroforese

O mapeamento e identificagdo dos componentes proteicos do ejaculado, atraves
da técnica de eletroforese, vém sendo utilizados desde a década de 50 (LARSON &
SALISBURY, 1954; SZUMOWSKI, 1956; BENNET, 1965). Inicialmente, foi utilizada
a eletroforese em solucbes de sacarose (LARSON & SALISBURY, 1954); apods, foi
substituida pelos géis de amido (VESSELINOVITCH, 1959). Através da eletroforese
em géis de poliacrilamida (uni ou bidimensionais), a técnica vem sendo utilizada com
sucesso até os dias de hoje.

Utilizando a eletroforese unidimensional, o perfil proteico do plasma seminal
bovino foi correlacionado com padrdes de fertilidade normais (AX et al., 1985; NASS
et al., 1990) e alterados (ROCHA et al.,, 1974; WOLFE et al., 1993), com a
congelabilidade (RONCOLETTA et al.,, 1997; RONCOLETTA et al., 2000; JOBIM,
2001; JOBIM et al., 2004) e com a viabilidade do sémen (AURICH., 1996).

Desde o desenvolvimento, ha mais de 35 anos, da eletroforese bidimensional em
gel de poliacrilamida (2D-PAGE) por Klose (1975) e O’Farrell (1975), esta tem sido a
técnica de escolha para a andlise de proteinas em uma variedade de células, tecidos e
liguidos. A 2D-PAGE promove uma andlise proteica de alta resolucdo e, portanto,
possui um papel central na protedmica (CELIS & GROMOV, 1999), a area que estuda a
compreensdo e a representacdo de proteinas expressas por um genoma, em um
determinado momento. Enquanto que o genoma é estatico, seu proteoma correspondente

€ responsivo e dindmico e varia amplamente entre organismos (CHOE et al., 2006). Este
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novo campo de pesquisa envolve a combinacdo de varias técnicas para separar
(eletroforese), identificar (espectrometria de massanunoblotting), quantificar e
armazenar (andlise de imagessftware$} dados e informacdes (NOOIJ et al, 1990;
BERGQUIST et al., 2007; WU et al., 2007). O proteoma responde e reflete influéncias
ambientais, estagios de desenvolvimento statussanitario (CHOE et al., 2006). A
protebmica, juntamente com a gendmica, bibliotecas de anticorpos e a bioinformatica,
formam um conjunto de tecnologias impressionantes para o estudo da expressao génica,
tanto em animais sadios, como nos doentes. A protedmica tem recebido forca para o
desenvolvimento de tecnologias com a finalidade de estudar doencas e medicamentos,
através da marcacao de proteinas-alvo (CELIS & GROMOV, 1999).

A técnica 2D-PAGE separa as proteinas em duas etapas e o seu poder de
resolucdo é muito superior ao da eletroforese unidimensional. A 2D-PAGE pode ser
utilizada para comparar perfis de expressao proteica e quantificar e qualificar as
proteinas detectadas (CELIS & GROMOV, 1999). Os perfis proteicos podem ser
escaneados e quantificados para pesquisar diferencas, como nos niveis de expressao e o
resultados interessantes podem ser identificados, através do sequenciamento de
peptideos através de espectrometria de massa (GROSSERT, 2001; BERGQUIST et al.,
2007) oulmmunoblotting(NOOIJ et al, 1990). Enquanto que cada dimensdo sozinha
consegue separar em média 200 tipos de proteinas diferentes, o uso sequencial de duas
dimensdes possui a capacidade de separar em torno de 10.000 proteinas, em uma Unica
amostra (MIKLOS & MALESKA, 2001). Isso € muito relevante, uma vez que as
células eucariotas consistem em um arranjo de, no minimo, 10.000 proteinas diferentes
e exibem uma margem ampla de concentra¢cdes (GORG et al., 2004). Outra vantagem
da eletroforese bidimensional ocorre nos casos de limitacdo de amostra, pois as
proteinas separadas podem ser arquivadas nos geéis, indefinidamente, depois de gravadas
suas imagens. Isto permite a caracterizagdo das proteinas em uma data posterior, sem a
necessidade de repetir o experimento (CHOE et al., 2006).

Os trabalhos de 1975 combinaram duas metodologias pré-estabelecidas, a de
focalizacéo isoelétrica (IEF) e a de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), em
um formato bidimensional que separa as proteinas de forma efetiva na primeira
dimenséo pelo ponto isoelétrico e na segunda dimensdo, de acordo com O peso
molecular (KLOSE, 1975; O'FARRELL, 1975).

A eletroforese bidimensional em géis de poliacrilamida representa uma técnica

valiosa na separagcdo e caracterizacdo das proteinas. Através deste método, muitas
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proteinas do plasma seminal de varias espécies foram descritas e caracterizadas
(KILLIAN et al., 1993; DESNOYERS et al.,, 1994; FRAZER & BUCCI, 1996;
FRAZER et al., 1996; MORTARINO et al., 1998; FLOWERS, 1998; BRANDON et al.,
1999). Na area da reproducao, esta técnica tem sido utilizada para a determinacdo de
marcadores da fertilidade e congelabilidade no sémen de touros (JOBIM et al., 2004;
MOURA et al., 2007) e da suscetibilidade a endometrite em éguas (MALSCHITZKY et
al., 2007a; MALSCHITZKY et al., 2007b; MALSCHITZKY et al., 2008, WOLF,
2011).

O perfil proteico do plasma seminal equino, no entanto, ainda nao foi

correlacionado com a congelabilidade do sémen, utilizando eletroforese bidimensional.

2.5 Espectrometria de Massa

A Espectrometria de Massa foi criada ha 100 anos, pelo ganhador do Prémio
Nobel Sir J. J. Thompson, que identificou ions de pequena massa molecular em um
espectrografo de massa. Desde entdo, esta técnica tem sido utilizada em situaces
diversas, mas tornou-se mais proeminente nos ultimos anos, no campo de identificacéo
de proteinas. O objetivo da técnica é identificar as proteinas, codificadas por genes e
determinar suas fungdes no organismo hospedeiro (BERGQUIST et al., 2007).

A Espectrometria de Massa (MS) tem tornado-se cada vez mais a técnica de
escolha para a analise de amostras complexas de proteinas. A protedmica, utilizando a
MS se torna viavel pela disponibilidade de base de dados de sequéncias de genes
(genoma) e avangos técnicos e conceituais em muitas areas, como a descoberta e
desenvolvimento de métodos de ionizacdo de proteinas, reconhecidos com o prémio
Nobel de 2002 em quimica (AEBERSOLD & MANN, 2003).

Ha dez anos, para sequenciar uma proteina, quantidades consideraveis
precisavam ser purificadas e uma técnica conhecida como degradacdo de Edman era
utilizada. No entanto, este método falha completamente quando a proteina é acetilada
em seu grupo amino terminal ou se este for bloqueado, pois esta reacao requer grupos
aminos terminais livres. Durante a década de 90, a Espectrometria de Massa, substituiu
a degradacdo de Edman, isso porque a técnica de MS € muito mais sensivel e pode
fragmentar peptideos em segundos, ao invés de horas ou dias.

Espectrometros de massa podem medir a massa de proteinas intactas, no entanto,

realiza-se o sequenciamento de peptideos ao invés de proteinas, uma vez que a
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sensibilidade do espectrbmetro de massa para proteinas € bem menor que para
peptideos. Os peptideos quando ionizados e analisados por um espectrémetro de massa
geram, aléem do ion molecular, ions provenientes de fragmentacdes internas das suas
moléculas 19, os quais sao: ions N-terminal e C-terminal (STEEN & MANN, 2004).

As vantagens das técnicas de MS incluem sensibilidade, rapidez e aplicacdo a
misturas complexas. Nos Ultimos anos, com 0s avangos tecnoldgicos, a MS tem sido
destacada ndo apenas para estudos de estruturas primarias de proteinas, mas tambén
como a tecnologia central para o campo de protedmica (STEEN & MANN 2004).

Medidas por MS séo efetuadas a partir de analitos ionizados e ejetados para
dentro de um espectrometro de massa. Por definicdo, um espectrometro de massa
consiste em uma fonte de ions, um analisador de massa que mede a razao massa/carge
(m/2 de um analito ionizado e um detector que registra 0 numero de ions em cada valor
de m/z lonizagao poreletrospray (ESI) e lonizacado/dessor¢cdo a laser assistida por
matriz (MALDI-MS: Matrix-assisted Laser Desorption/lonization Mass Spectrometry
sao as duas técnicas mais comumente utilizadas para ionizar as proteinas ou peptideos
para analise por espectrometria de massa. A técnica ESI consiste em transferir analitos
ionizados da solucdo para a fase gasosa sendo, portanto facilmente acoplada a técnicas
de separacdao liquida (por exemplo, separacdo cromatografica liquida e eletroforética). A
técnica de MALDI dessorve e ioniza as amostras a partir de pulsos de laser com o
auxilio de uma matriz cristalina e seca. MALDI-MS é normalmente utilizada para
analisar misturas relativamente simples de peptideos, enquanto que ESI-MS (LC-MS)
séo sistemas preferiveis na analise de amostras complexas (AEBERSOLD & MANN,
2003).

As analises protedmicas sdo hoje uma ferramenta valiosa na determinacdo da
presenca de biomarcadores ou no mapeamento de perfil dos mesmos dentro de grupos
de amostras diferentes, por exemplo, em individuos doentes e sadios, de alta e baixa
fertilidade, assim como de alta e baixa congelabilidade. O resultado final de um
experimento € uma lista de peptideos que sédo regulados com aumento ou decréscimo
entre os dois grupos. A determinacdo da variacdo na concentracao relativa e absoluta €
fundamental para a descoberta de biomarcadores validos.

Métodos de obtencdo de perfil proteico e MALDI-MS s&o duas técnicas
relativamente novas (REYZER & CAPRIOLI, 2007) e que tém sido utilizadas na
descoberta de biomarcadores proteicos. As proteinas sdo provavelmente as moléculas

mais afetadas quando as doencas sdo diagnosticadas; além de refletirem a fisiologia
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celular (AEBERSOLD et al, 2005), também podem refletir fertilidade e congelabilidade
e hd uma grande expectativa na descoberta de muitos biomarcadores proteicos.

2.6 A Criopreservacao do Sémen

Os primeiros resultados, obtidos na inseminacao artificial com utilizagdo de
sémen congelado foram alcancados por Polge & Rowson, em 1952 e, em equinos, a
primeira congelacao de sémen bem sucedida ocorreu em 1950. No entanto, somente em
1957 que Barker e Gandier relataram a primeira concepc¢éo decorrente de inseminagao
com sémen congelado. A partir desta data, a tecnologia da criopreservacdo tem
apresentado desenvolvimento notorio: melhoramento na qualidade e na fertilidade do
sémen apos o processamento. Apesar de avancgos tecnoldgicos, a inseminacéao artificial
ainda encontra barreiras no que se refere a congelacado do sémen (AURICH et al., 1996,
LOOMIS, 2001).

A criopreservacao é o processo para preparacado de uma suspensao de células para
estocagem: refrigeracdo ou congelacdo (em temperaturas inferiores a -80°C), que
posteriormente retornam a temperaturas proximas a do organismo. Embora a técnica
permita a sobrevivéncia, pode causar prejuizo a funcéo e até mesmo a morte celular.

Os principios biofisicos aplicados a criopreservacao de células e tecidos vivos sédo
empregados também na congelacdo de espermatozoides. Durante o processo da
criopreservacdo e/ou descongelamento ocorrem danos provocados pelas baixas
temperaturas a que sdo submetidos os espermatozoides. Entre estes danos estéo: e
formacao de cristais de gelo intracelulares; o aumento da concentragéo intracelular de
solutos e as correlacionadas, resultantes da desidratacdo celular durante o processo de
congelacéo. A lesdo celular pode ser causada diretamente, afetando estruturas celulares
(ruptura de membranas), ou indiretamente, alterando as funcdes celulares através do
processo metabdlico (HOLT, 2000).

Em condicdes de estresse provocado pela criopreservacdo, as membranas podem
sofrer rearranjos, formando pontos vulneraveis e, com isso, induzir a excessiva
permeabilidade ou mesmo rompimento da membrana (AMANN & GRAHAM, 1992).

Na membrana espermatica, esse estresse esta relacionado a fase de transicdo dos
lipideos, a qual altera o estado funcional da membrana (HOLT, 2000). Quando a
temperatura € reduzida, os lipideos sofrem uma fase de transicdo de um estado fluido,

na qual a interacdo entre as cadeias de acidos graxos sao relativamente desorganizadas
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para um estado de gel, no qual a cadeia de acidos graxos torna-se rigida e paralela
(AMANN & GRAHAM, 1992). Os efeitos causados pela fase de transi¢cdo dos lipideos
provocam respostas cinéticas nado lineares em algumas enzimas, incluindo algumas
ATPases de membrana, cuja atividade depende do estagio fisico dos lipideos (HOLT,
2000).

Os eventos ocorridos (alteracdes nas membranas na fase de transicdo) séo
parcialmente revertidos no descongelamento (HOLT & NORTH, 1984; DE LEEUW et
al., 1990). A temperatura aumenta e, em consequéncia, a membrana plasmatica é
submetida a redistribui¢cdes estruturais, envolvendo lipideos e proteinas (HOLT, 2000).

Outros componentes da membrana podem ser alterados pelo estresse da
temperatura. As proteinas da membrana sdo agrupadas na fase de transicao lipidica e &
esperado que isso altere a funcado, especialmente das proteinas que sofrem modulacéo
estrutural para realizar sua funcdo, como os canais idnicos proteicos (HOLT, 2000).

Também a permeabilidade da membrana aumenta no resfriamento (ROBERTSON
& WATSON, 1986), devido ou ao incremento nas alteracdes da membrana ou a efeitos
especificos nos canais proteicos. A regulacdo do calcio é afetada pela refrigeracéo, o
que provoca sérias consequéncias na funcao celular (BAILEY & BUHR, 1994), sendo
as alteracGes, em alguns casos, incompativeis com a viabilidade da célda. A 5
aumenta a permeabilidade da membrana &t €la se acumula na célula, contribuindo
para alteracbes semelhantes as ocorridas no processo da capacitacdo e nos eventos de
fusdo entre a membrana plasmatica e a membrana externa do acrossoma (WATSON,
1995).

Existem muitas semelhancas entre os danos a membrana ocorridos na
criopreservacdo e na reacdo acrossomica: uma é a versdao desorganizada da outra
(WATSON, 2000). O aumento do €aque acontece na criopreservacao, é tipico do
espermatozoide capacitado, mas a fosforilagdo da tirosina, que ocorre no processo da
capacitacao, é distinta da ocorrida no processo da congelagdo (WATSON, 2000).

Os elementos do citoesqueleto da célula também sdo sensiveis a temperatura.
Spungin et al. (1995) postularam que a despolimerizacéo da actina F do citoesqueleto é
necessdaria para permitir a aproximagcdo da membrana plasmética com a membrana
externa do acrossoma, promovendo a exocitose do conteudo acrossomal, talvez
contribuindo para a fusdo desorganizada das membranas que ocorre na criopreservagcao
(HOLT, 2000).
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AlteragOes significativas na pressdo osmaotica, meio ao qual o espermatozoide é
submetido, ocorrem na criopreservacéo. O estresse induzido pela formag&o dos cristais
de gelo é principalmente associado com alteracfes na pressdao osmatica na fracdo nao-
congelada (WATSON & DUCAN, 1988). A agua congela e cristaliza como gelo fora da
célula; a pressao osmotica do remanescente liquido do soluto aumenta e a membrana
espermatica € extremamente sensivel ao estresse osmoético (WATSON, 2000), o que
pode também afetar o citoesqueleto celular (WATSON, 1995). Efeitos similares

acontecem no descongelamento (HOLT, 2000).

2.6.1 Crioprotetores Utilizados na Espécie Equina

Numerosos diluentes sao utilizados para resfriar, armazenar, transportar e
congelar o sémen de garanhdes e sua finalidade é favorecer a longevidade maxima de
fertiidade das células esperméticas, embora se saiba que ha significativa variacao e
imprevisibilidade de tolerancia frente aos diluentes e técnicas de resfriamento e
congelamento. Nao existe selecdo para fertilidade do sémen congelado em garanhdes
(LOOMIS & GRAHAM, 2008) e resultados de varios estudos indicam que de 20% a
50% dos garanhfes possuem sémen com baixa congelabilidade (TISCHNER, 1979;
AMANN & PICKETT, 1987; MULLER, 1987; VIDAMENT et al., 1997). Segundo
PALMER (1984), apenas 50% dos garanhdes apresentam boas taxas de fertilidade apos
o descongelamento. Resultados tém demonstrado taxas de prenhez por ciclo entre 38%
e 73% (METCALF, 1995; VIDAMENT, 2005; NIELSEN et al., 2008) e taxas de
prenhez por temporada de 76% a 82% (BARBACINI et al., 1999; LOOMIS, 2001).

Atualmente existem varias técnicas de diluicdo, resfriamento e congelamento
sendo empregadas na espécie equina, com diferentes taxas de sucesso. Em um
levantamento, Alvarenga et al. (1996) demonstraram a existéncia dos fatores raciais e
individuais relacionados com resisténcia a congelacdo na espécie equina. Estes indices
dependem da tolerancia do sémen do reprodutor frente ao diluente ou da técnica
utilizada, além de fatores ligados a égua e ao manejo dos animais (PICKETT &
AMANN, 1987).

Com a aceitacdo do uso de sémen congelado por muitas associa¢gdes de raca na
altima década, houve uma renovacdo e estimulo a pesquisas sobre protocolos para
congelacédo de sémen de garanhdes (ALVARENGA et al., 2005). No entanto, na espécie

equina, a biotecnologia de criopreservacéo do sémen se depara com a grande variacao
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entre garanhdes e ejaculados de um mesmo garanhdo em resistir aos fendmenos fisico-
quimicos inerentes a congelacdo. Em vista disso, muitos estudos tém buscado aumentar
a eficiéncia do processo de congelacdo através do aperfeicoamento de diluentes,
protocolos de processamento do sémen e metodologias de inseminacdo (DE VITA,
2008).

Alvarenga et al. (2005) afirmaram que a industria equina utilizard o sémen
congelado em larga escala somente quando a fertilidade deste for melhorada. Dessa
forma, varios procedimentos séo testados, a fim de melhorar a qualidade seminal pos-
descongelacao.

A sobrevivéncia espermatica a criopreservacao requer a solucdo de uma equacgéo
multifatorial, sendo que a preservacdo de componentes celulares como membrana
plasmatica, acrossomo, mitocéndria, citoesqueleto, nucleo e glicocalix sédo fatores
incluidos neste processo (GRAHAM, 1996). Portanto torna-se indispensavel a aplicacao
de procedimentos que evitem ao maximo lesbes a célula espermatica durante o
processamento do sémen para fins de armazenamento e inseminacao artificial, ja que o
namero de fatores capazes de afetar a integridade da membrana plasmatica aumenta
nestas situagoes (AURICH, 2005).

Para atenuar os efeitos deletérios do processo de resfriamento, congelagcédo e
descongelacao, véarios procedimentos sdo adotados para, conjuntamente, atuarem na
preservacao celular (AMANN & PICKETT, 1987; KATILA 1997).

A incorporacdo de crioprotetores aos meios diluentes tem como intuito a
protecdo dos espermatozoides durante o ciclo de congelagéo/descongelacdo. Uma gama
de substancias tem sido utilizada para fornecer protecdo as ceélulas espermaticas
(SQUIRES et al., 1999). A maioria dos meios diluentes para congelacdo de sémen
contém uma fonte de lipoproteinas, através da incorporacdo de produtos do leite, gema
de ovo ou uma combinacgao destes dois ingredientes, que auxiliam na estabilizacdo das
membranas durante os ciclos da congelagdo/descongelagdo. Monossacarideos (glicose
ou frutose), dissacarideos (sacarose ou lactose) e trissacarideos (rafinose) também sé&o
comumente incorporados. Os dissacarideos e trissacarideos s&do acgUcares nao
permedveis, usados principalmente por suas propriedades osmoticas. Os
monossacarideos também possuem efeitos osmoticos, porém eles podem ser utilizados
pelos espermatozoides como uma fonte de energia. Entre os crioprotetores penetrantes,
o glicerol é o crioprotetor universalmente utilizado, embora outros agentes estejam

sendo empregados, como dimetilsulfoxido, etilenoglicol, metilformamida e



32

dimetilformamida (VARNER, 2003). Outros componentes como EDTA, detergentes,
tampdes e antibidticos também s&o incluidos nos meios (COTORELLO & HENRY,
2002).

Os crioprotetores sdo classificados em penetrantes e n&o-penetrantes Os
crioprotetores penetrantes sao substancias que atuam tanto no meio intra quanto no
extracelular, sendo comumente utilizados os 4&alcoois (glicerol e etilenoglicol),
dimetilsulféxido (DMSO) e amidas (metilformamida e dimetilformamida). Ja os
crioprotetores ndo penetrantes sdo alguns acucares, lipideos e lipoproteinas, que
protegem a célula sem a necessidade de penetracdo, através de mecanismos 0smoticos
que induzem a desidratacdo celular e previnem a formagcdo de gelo intracelular
(AMANN & PICKETT, 1987; KEITH, 1998).

Embora os crioprotetores intracelulares sejam fundamentais para a sobrevivéncia
espermatica, eles podem exercer efeitos téxicos com influéncia nas taxas de fertilidade.
Entre os efeitos nocivos relatam-se o aumento da permeabilidade e inducéo da fusao da
membrana plasmatica; inibicdo da atividade enzimatica; desnaturacdo de proteinas;
alteracbes na interacdo da actina, polimerizacdo da tubulina e associacdo dos
microtUbulos; distirbio no balanco bioenergético; associacdo com o glicocalix e
proteinas da superficie celular (FAHY et al., 1990; HAMMERSTEDT & GRAHAM,
1992; ROSSI et al., 2003).

A utilizacdo de diversos crioprotetores e combinacdes podem minimizar e
controlar seus efeitos deletérios, possibilitando resultados mais satisfatorios de
motilidade e viabilidade pds-descongelagcdo com melhores taxas de concepgéo
(MEDEIROS et al., 2002; ROSSI et al., 2003).

Desde a descoberta do glicerol como um agente crioprotetor eficiente, 0 sémen
de uma variedade de animais domeésticos, de laboratério e silvestres, assim como do
homem, tem sido congelado e usado para inseminacao artificial, tornando o glicerol o
crioprotetor rotineiramente utilizado (PARKS & GRAHAM, 1992; ALVARENGA et
al., 2005). No entanto, cabe ressaltar que dados apresentados por Medeiros et al. (2007)
demonstraram que as amidas séo superiores ao glicerol em preservar a motilidade e a
integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides de equinos quando
submetidos ao estresse osmatico. Acredita-se que a menor viscosidade associada ao
menor peso molecular das amidas facilite a permeabilidade do crioprotetor através da

membrana, evitando a formacéo de um gradiente osmatico.
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As amidas possuem um mecanismo de acdo crioprotetor diferente do glicerol,
devido a sua estrutura molecular e sua habilidade de permear a membrana celular. O
mecanismo de acdo das amidas é devido a seu grupamento funcional amina, o qual
contém nitrogénio, portanto, quimicamente distinto do grupamento funcional do glicerol
que sdo as hidroxilas. As amidas realizam liga¢cdes de hidrogénio com a molécula da
agua em trés sitios de ligacdo. Além disso, devido ao menor peso molecular e
viscosidade das amidas em relacdo ao glicerol, elas possuem maior permeabilidade de
membrana, diminuindo a possibilidade de danos celulares causados por estresse
osmoéticos (BALL & VO, 2001). Desta forma supbe-se que as amidas possuam uma
forma mais eficaz de realizar a coligagdo com a molécula da agua, desempenhando um
mecanismo crioprotetor celular mais eficiente que o glicerol (BALL & VO, 2001).

Deve ser considerado que os protocolos de criopreservacédo de sémen equino nao
sdo padronizados e 0 sucesso da preservacdo varia substancialmente (SAMPER &
MORRIS, 1998). Geralmente os resultados sdo menores quando comparados a outras
espécies. Um dos pré-requisitos para uma preservacdo bem sucedida de sémen equino &
a alta qualidade inicial. Essa qualidade mostra diferencas consideraveis entre garanhdes
e a evidente variagdo na congelabilidade de sémen de garanhdes € um dos fatores que
mais determina o sucesso da inseminacao artificial com sémen congelado (SAMPER et
al., 1991; BLOTTNER et al., 2001).

Os individuos podem ser classificados como produtores de sémen de alta e baixa
congelabilidade, dependendo das caracteristicas estruturais da membrana, o que é
geneticamente determinado, predispondo a sobrevivéncia aos estresses da
criopreservacédo (WATSON, 2000).
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Resumo
O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil proteico do plasma seminal equino utilizando
eletroforese bidimensional de gel de acrilamida (2D-PAGE) e determinar se algumas
das proteinas presentes estavam relacionadas com a congelabilidade do sémen. O
plasma seminal foi coletado de 10 garanhdes, de alta e baixa congelabilidade de sémen,
provenientes do Haras Estatal da Baixa Saxonia, na cidade de Celle, na Alemanha e
rotineiramente utilizados em programas de inseminagao artificial. Vinte e cinco bandas
proteicas foram encontradas nos geéis bidimensionais (12%) e sete delas foram
identificadas por MALDI-MS. Das 25 proteinas encontradas nas amostras de plasma
seminal dos garanhdes, duas bandas proteicas apresentaram densidade Optica superior
(P<0,05) nas amostras de garanhdes de alta congelabilidade o sémen: as bandas 5 (80-
85 kDa, pl 7,54) que foi identificada como CRISP-3 e a 45 (18,2 kDa, pl 5,0-5,2)
identificada como HSP-2. Contrariamenée banda 7 (75,4 kDa, pl 6,9 — 7,4)
identificada como lactoferrina, a 15 (26,7 kDa, pl 5,51) identificada como calicreina, a
25 (25 kDa, pl 7,4) como CRISP-3 e a 35 (13,9 kDa, pl 3,8 — 4,2) que foi identificada
como HSP-1, apresentaram valores de densidade o6ptica superior (P<0,05) nos
reprodutores de baixa congelabilidade do sémen. As proteinas foram identificadas
através de espectrometria de massa MALDI-MS. As evidéncias encontradas neste

experimento mostram que existem diferencas no perfil proteico dos reprodutores de alta
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e baixa congelabilidade do sémen, sugerindo as proteinas CRISP-3 e a HSP-2 como
possiveis marcadores da alta congelabilidade de sémen de garanhdes.
Palavras-chaveCRISP-3, HSP-1, HSP-2, lactoferrina, calicre@latroforese

bidimensional

Abstract

The objective of this study was to evaluate protein profile of equine seminal plasma
using two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE) and to find if
any of these proteins was related with semen freezability. Seminal plasma was collected
from 10 stallions of high and low semen freezability routinely used in Al programs
from the State Stud of Lower Saxony an Artificial Insemination Center. Twenty five
protein spots were found in the 2 D gel (12%) and seven of which were identified by
MALDI-MS. Of the 25 proteins found in the research stallions, two spbtsved
superior relative content (P<0.05) in seminal plasma samples collected from stallions
with high semen freezability: the spots 5 (80-85 kDa, pl 7.54) was identified as CRISP-
3 and 45 (18.2 kDa, pl 5.0-5.2) was identified as HSP-2. Conversely, the spot 7 (75.4
kDa, pl 6.9 — 7.4) was identified as lactoferrin, 15 (26.7 kDa, pl 5.51) was identified as
kallikrein, 25 (25 kDa, pl 7.54) was identified as CRISP-3 and 35 (13.9 kDa, pl 3.8 —
4.2) was identified as HSP-1, showed superior relative protein content (P<0.05) on
seminal plasma samples from stallions with low semen freezability. The Proteins were
identified by MALDI-MS. There were differences in the seminal plasma protein profile
from stallions with high and low semen freezability. It may be suggested that CRISP-3
and HSP-2 may be considered possible seminal plasma markers of high semen

freezability.

Key-words:CRISP-3, HSP-1, HSP-2, lactoferrin, kallikrein, two-dimensional

electrophoresis
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1. Introducéo

As proteinas do plasma seminal sdo produtos da secrecdo principalmente do
epididimo e glandulas sexuais acessorias. Existem evidéncias diretas de que algumas
destas proteinas desempenham multiplos efeitos tanto na funcdo espermética como no
trato genital feminino [1]. As proteinas do plasma seminal equino foram caracterizadas
nas duas Ultimas décadas. Amann et al. [2] relataram proteinas do plasma seminal
equino com pesos moleculares entre 13 e 122 kDa; e utilizando SDS-PAGE,
demostraram uma baixa correlagédo entre a presenca de duas proteinas no sémen fresco ¢
a motilidade pds-descongelamento. Brandon et al. [3] detectaram 14 proteinas através
de eletroforese bidimensional. Algumas destas proteinas foram correlacionadas com a
fertilidade de alguns garanhdes [3].

As principais proteinas do plasma seminal equino, que constituem a maioria do
conteudo total de proteina do plasma seminal foram caracterizadas por Calvete et al. [4].
Essas proteinas isoladas, designadas como proteinas do plasma seminal equino (HSP-1
a HSP-8), possuem baixo peso molecular (14 a 30 kDa). Com excecédo da HSP-4, todas
apresentam propriedades de ligacdo ao espermatozoide. As proteinas HSP-1, HSP-2 e
HSP-5 até HSP-8, também possuem habilidade de ligacdo com a heparina e estdo
associadas a superficie espermética, indicando um importante papel na fertilizagéo [1].
As proteinas HSP-1 e HSP-2 (recentemente denominadas SP-1 e SP-2, respectivamente
[5]) s@o as proteinas que estdo em maior quantidade no plasma seminal equino,
perfazendo de 70% a 80% do total. Elas pertencem a familia das fibronectinas tipo Il
(Fn-2) [6], que sdo proteinas ortdlogas as principais proteinas de ligacdo a heparina nos
bovinos (BSP). A HSP-3 é membro da familia das proteinas secretérias ricas em
cisteina (CRISPs) [7]. A proteina do plasma seminal equino HSP-4 foi descrita como
um produto relacionado ao gene da calcitonina. A proteina HSP-5 ndo pode ser
relacionada a nenhum outro tipo de proteina conhecida. As HSP-6 e HSP-8 séo
isoformas de uma proteina que pertence a familia das calicreinas, enquanto a HSP-7 é a
homologa equina da espermadesina AWN-1 do suino [8].

A contribuicdo das proteinas do plasma seminal & congelabilidade do sémen foi
relatada em machos das diversas espeécies, inclusive bovinos [9-12], ovinos [13,14],
bubalinos [15,16] e suinos [17]. Entretanto, as informacdes sobre as proteinas do plasma
seminal equino e a relacdo com a congelabilidade do sémen ainda sao limitadas. Além

disso, o perfil proteico do plasma seminal equino ainda n&o foi correlacionado a
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congelabilidade do sémen através de eletroforese bidimensional com gel de
poliacrilamida.

Os objetivos do presente estudo foram avaliar o perfil proteico do plasma
seminal equino dos garanhdes utilizados em programas de Inseminacao artificial no
Haras Estatal da Baixa Sax6nia, em Celle, Alemanha, utilizando eletroforese
bidimensional SDS-PAGE e determinar se este perfil proteico esta correlacionados a

congelabilidade do sémen.

2. Material e Métodos

2.1. Coleta e processamento das amostras

O plasma seminal foi obtido de 10 garanhfes Hanoverianos do Haras Estatal da
Baixa Saxodnia. Os garanhdes tinham fertilidade comprovada e eram utilizados
rotineiramente em programas de inseminacéao artificial. Os animais foram mantidos em
condicbes similares de manejo e alimentacdo. Os garanhdes foram divididos em dois
grupos, baseado em seus parametros espermaticos de congelabilidade de sémen: alta
(n=5) e baixa (n=5), utilizando os dados fornecidos pela central de inseminacdo. Na
central de inseminacdo, a motilidade progressiva minima padrdo para o sémen pos-
descongelamento € de pelo menos 35%, baseado em um sistema de analise de sémer
computadorizada (Stroemberg-Mika, Montreux, CH). Garanhdes com alta
congelabilidade tiveram mais de 30% de ejaculados viaveis ap0s descongelamento. Ao
contrario, os garanhfes classificados como de baixa congelabilidade apresentaram
menos de 30% dos ejaculados viaveis apods descongelamento.

Foram coletados dois ejaculados de cada garanhdo. Apds remover uma amostra
de 2 mL para o experimento (ver sessao 2.2 Eletroforese), o sémen foi congelado por 24
horas e entdo descongelado. Ao descongelamento, os garanhdes de alta congelabilidade
do sémen apresentaram uma meédia de 63,0% + 9,4 de motilidade progressiva, 50,9 *
7,8 u/sec de velocidade ao longo de uma trajetéria media (VAP), 110,2 + 16,7 u /sec de
velocidade curvilinea (VCL) e 42,4 + 5,8 u /sec de velocidade progressiva (VSL). Os
garanhdes com baixa congelabilidade, as médias ap6s o descongelamento foram 33,9%
+ 11,9 de motilidade progressiva, 27,2 + 8,2 p/sec de velocidade ao longo de uma
trajetéria média (VAP), 63,4 + 19,3 p /sec de velocidade curvilinea (VCL) e 22,2 £ 6,9
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M /sec de velocidade progressiva (VSL). Todos os dados apresentaram diferencas
estatisticas entre os dois grupos.

A aliquota de 2 mL de sémen foi centrifugada a 15@0por 15 a 20 minutos
para obtencdo do plasma seminal. O sobrenadante foi acondicionado em criotubos e
armazenado em nitrogénio liquido até sua utilizagdo. Posteriormente as amostras foram
descongeladas e centrifugadas a 10.0§(&r 60 minutos a 4°C e uma aliquota de 50
uL do sobrenadante foi armazenada em criotubos &G78 concentracdo de proteina
total das amostras foi determinada conforme descrito por Lowry et al. [18],

utilizando como padrao albumina sérica bovina (1 mg/mL).

2.2. Eletroforese

As amostras de plasma seminal foram submetidas, em duplicata, a eletroforese
bidimensional em gel de acrilamida (2D-PAGE), conforme descrito por O‘Farrel et
al.[19] e modificado por Rodnigth et al. [20]. A solucdo utilizada para a separacdo em
primeira dimensdo continha 9 mol/L de ureia, 12,5 mmol/L de lisina, 7 mmol/L de
dodecil sulfato de sddio (DSS) (Sigma Chemical, St. Louis MO, USA), 4% (vol/vol) de
Igepal e 2% (vol/vol) de 2-mercaptoetanol. A primeira dimensdo constituia-se de
eletroforese nao equilibrada (NEPHGE) em gel de poliacrilamida a 3,5% de acordo com
o0 método previamente descrito [22], com gradiente de pH de 3 a 10 (Amersham,
Pharmacia Biotech, Upsala, Sweden).

Foi aplicada uma quantidade de 60ug de proteina em cada tubo e foi usado como
marcador de frente de corrida o citocromo C (Sigma Chemical St. Louis, MO, USA). A
fonte utilizada foi EPS 35011 com voltagem maxima de 800 V, amperagem maxima de
10 mA e poténcia de 0,125 W por gel. A corrida teve a duracédo de 90 minutos.

Para a segunda dimensao foi utilizada eletroforese em placas d8Dg&l (
PAGE), com sistema de tampao descontinuo, que separa as proteinas pelo seu peso
molecular. Foi utilizado gel de separacdo com uma concentragcao de 12% de acrilamida.
Foi utilizado o padrdo proteico (Sigma Chemical) constituido de: albumina sérica
bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (29 kDa), tripsinogénio (19
kDa), inibidor da tripsina (20 kDag;lactoalbumina (14,2 kDa) e aprotinina (6,6kDa).



39

2.3. Coloragao das proteinas

Os géis foram imersos em uma solucéao a 0,15% de Comassie Brilliant Blue R-
250 (Sigma Chemical), 53% de metanol, 7% de acido aceético e agua por
aproximadamente 18 horas. A descoloracdo dos géis para evidenciacdo das bandas foi
efetuada em uma solugdo de 53% de metanol, 7% de &cido acético e agua, por no

minimo cinco trocas de solucéo por gel.

2.4. Secagem dos géis

Os géis descorados foram equilibrados por duas horas em solugcéo de 50% de
metanol, 1% de glicerol em agua destilada, colocados entre duas folhas de celofane até

sua completa secagem.

2.5. Obtencéo e analise das imagens

Apds secagem, os géis foram escaneados (Hewlet-Packard Scanjet 6100 C
scanner, Sao Paulo, SP, Brasil) e analisados pelo programa Optiquant Acquisition &
Analysis (versao 2.00, Packard Instrument, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) para
determinacdo da densidade Optica das bandas proteicas, as quais foram expressas em
pixeis. A densidade optica das bandas proteicas foi expressa em percentagem relativa,
sendo que 100% representa o total de barqulasi§ de uma area definida, constante
para todos os géis, correspondendo cada banda proteica a uma percentagem do total.
Através do peso molecular e do ponto isoelétrico (pl) aproximado, foi verificada a
correspondéncia entre as bandas proteicas analisadas e as proteinas especificas da

plasma seminal equino ja descritas na literatura.

2.6. Analise estatistica

O delineamento utilizado foi completamente ao acaso com repeticbes (géis),
sendo considerado como fator em estudo a congelabilidade (alta e baixa) e como erro
experimental os garanhdes dentro da congelabilidade. Como variavel dependente, foram
considerados os logaritmos das percentagens relativas da densidade Optica das bandas

proteicas. Foi utilizada a analise de variancia (ANOVA), com um nivel de significancia
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de 5%. O programa estatistico utilizado foi o General Linear Model procedures
(Statistical Analysis System, versao 9.2, SAS Institute, Cary, NC, USA).

2.7. ldentificacdo das proteinas

As bandas contendo as proteinas de interesse foram cortadas dos géis
bidimensionais e enviadas para identificagdo na Columbia University/Protein
Chemistry Core Facility, EUA.

A identificacdo das proteinas de interesse foi obtida através de espectometria de
massa. As bandas dos géis foram transferidas para tubos limpos e foi adcionada agua
destilada para permitir a hidratacdo dos géis, apds o celofane foi retirado através de
pincas. Em seguida, os géis foram preparados para digestdo, onde cada banda proteica
recortada do gel, apds a hidratacdo, era lavada por duas vezes com uma solucéo
contendo 100 pl de Tris 0,05 M, pH 8,5 mais 30% de acetonidrila por 20 minutos
sob agitacdo. Os géis eram novamente lavados com 100% de acetonitrila por 1-2
minutos. Posteriormente as pecas de gel eram submetidas a secagem por trés
minutos em centrifuga concentradora tipo Speed-Vac.

Os géis foram submetidos a digestdo pela adicdo de 0,06pg de tripsina
modificada (sequencing grade, Roche Molecular Biochemicals) em 13-15 pl de Tris
0,025 M, pH 8,5. Os tubos eram incubados para bloqueio em banho mai@ @082
18 horas. Apdés o bloqueio, os peptideos extraidos eram lavados por duas vezes com
uma solucédo contendo 50 ul de acetonitrila 50% mais 2% de TFA; os extratos eram
secos e ressuspendidos em uma solugdo matriz. A solugdo matriz foi preparada com
uma solucédo de 10 mg/mL de &cido 4-hidr@diano-cinamico em 50% de acetonitrila
mais 0,1% TFA e foram adicionados a solucdo matriz dois padrées: angiotensina e o
peptideo ACTH 7-38. Os extratos secos eram dissolvidos em 3 ul da solugédo matriz e
0,5 pl foi colocado sobre as amostras. Quando a banda era completamente seca, foi
lavada por duas vezes com agua milli-g.

A analise através da espectrometria de massa MALDI, foi realizada utilizando
um espectrometro de massa modelo Voyager DE Pro em modo linear (Applied
Biosystems). A massa molecular dos peptideos foi submetida ao programa NCBI. Os
peptideos foram colocados em Banco de Dados de Sequéncia de Proteina NCBI e ou
GenPept para identificacdo da proteina. Os programas usados foram ProFound
http://129.85.19.192/profound-bin/WebProFound.exe e MS-Fit
http://prospector.ucfs.edu.



41

3. Resultados

A distribuicdo das proteinas do plasma seminal equino é apresentada na Fig. 1.
Foram observadas 25 bandas proteicas nos géis. Entretanto, somente seis ejaculados
(dois de garanhbdes de baixa e quatro de alta congelabilidade do sémen,
respectivamente), continham todas as 25 bandas proteicas. N&o foram detectadas
diferencas significativas para cada banda proteica nas amostras de um mesmo garanhao.
Entretanto, seis ejaculados (dois e quatro, de garanhdes de alta e baixa congelabilidade,
respectivamente) ndo apresentaram todas as proteinas.

Das 25 proteinas encontradas neste estudo, cinco bandas ndo estavam presentes
nas amostras dos garanhdes de baixa congelabiliiad25-27 kDa)17 (26-27 kDa),

29 (14-15 kDa)43 (11-13 kDa) &5 (18,2 kDA). Apenas a band& (25-27 kDa) nao

estava presente nas amostras de plasma seminal de um reprodutor do grupo de alta
congelabilidade do sémen. O peso molecular, o ponto isoelétrico, a densidade O6ptica
média e o desvio padrao dos 25 polipeptidios estdo apresentados na Tabela 2.

Seis das proteinas encontradas neste estudo apresentaram diferenca quantitativa
entre as amostras dos ejaculados dos reprodutores pertencentes ao grupo de alta
congelabilidade, daquelas provenientes dos reprodutores de baixa congelabilidade do
sémen: as bandas(80-85 kDa, pl 7,54) (75 kDa, pl 8,32)15 (26,7 kDa, pl 5,515
(25 kDa, pl 7,54), 35 (13,9 kDa, pl 8,14) e 45 (18,2 kDa, pl 5,0-5,2). A densidade 6ptica
desses polipeptidios encontra-se expressa na Tabela 3. Adiaad@va ausente nas
amostras de plasma seminal de apenas um garanh&o do grupo de baixa congelabilidade
do sémen. As demais bandas proteicas encontradas neste estudo ndao apresentaram
densidades oOpticas com diferencas significativas quanto as amostras dos reprodutores.
Duas proteinas apresentaram densidade oOptica superior nas amostras de plasma semina
dos reprodutores de alta congelabilidade do sémen: a Ba(@@85 kDa, pl 7,54)
identificada como CRISP-3 e a banda, 45 (18,2 kDa, pl 5,0-5,2) identificada como HSP-

2. Contrariamente as bandas proteicas anteriormente mencionadas, as proteinas
representadas pelas banda¢r5 kDa, pl 8,32) identificada como lactoferrida, (26,7

kDa, pl 5,51) identificada como calicreinzs (25 kDa, pl 7,54) identificada como
CRISP-3,35 (13,9 kDa, pl 8,14) identificada como HSP-1 apresentaram densidade
Optica superior nas amostras de plasma seminal dos reprodutores de baixa

congelabilidade do sémen. (Figural).
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4. Discussao

Vinte e cinco bandas com densidade Optica variavel, pesos moleculares entre 10
e 85 kDa e ponto isoelétrico (pl) de 3,2 a 7,54 foram detectadas nos géis apos secagem,
mas nenhuma dessas bandas apresentou variacao significativa na frequéncia entre as
amostras dos garanhoes utilizados no experimento.

A proteina representada pela basdaom peso molecular de 80 a 85 kDa e pl
7,54 foi identificada como CRISP-3. Esta proteina apresentou densidade éptica superior
nas amostras de garanhdes de alta congelabilidade de sémen, enquanto a banda proteice
25 (25 kDa, pl 7,54) apresentou densidade Optica superior nas amostras do grupo de
baixa congelabilidade.

A proteina rica em cisteina-3 (CRISP-3) esta presente em grandes quantidades
no plasma seminal de garanhfes. Essa proteina é expressa no epididimo e através de
todo o trato reprodutivo do equino, com maior expressao na ampola [7]. Com base na
grande expressao da CRISP-3, conclui-se que ela pode apresentar um importante papel
na reproducédo equina. A CRISP-3 parece contribuir nas funcdes do plasma seminal no
trato reprodutivo feminino, apesar do papel desta proteina no processo de fertilizacdo de
equinos ainda necessitar de maiores investigacoes [1]. O padrao de expressédo do gene
da CRISP-3 foi confirmado através de estudos de acompanhamento nos niveis proteicos
que detectaram proteinas com sutis diferencas de peso molecular ao longo do trato
reprodutivo masculino do equino [1], o que concorda com o presente resultado.

Hamann et al. [23] identificaram 52 novos sitios de polimorfismo da CRISP-3
em garanhdes da raca Hanoveriana. Existem algumas principais diferencas entre
genotipos para CRISP-3 ¢.+622G>A de polimorfismo de nucleotideo unico (SNP), que
resulta em uma troca de aminoacido de glutamina para lisina na posi¢cdo 208 da proteina
CRISP-3. Possivelmente uma troca ndo conservativa de &cido glutdmico para lisina
nessa regido da CRISP-3 pode induzir a alteracdo de suas propriedades de ligacao
proteina-proteina, podendo subsequentemente afetar a fertilidade do macho. E possivel
supor que o polimorfismo entre os genes CRISP-3 no equino pode afetar a funcédo da
proteina.

A banda proteic& (75,4 kDA, pl 6,9-7,4) foi identificada como lactoferrina,
uma proteina de ligacdo ao ferro com massa molecular de 80 kDa [24,25]. A funcéo
fisiolégica da lactoferrina seminal ainda permanece indefinida. E uma proteina

secretada no epididimo, mas n&o no testiculo ou vasos deferentes do equino [26]. A



43

transferrina, proteina homologa a lactoferrina do leite [25], € a principal proteina sérica
de ligacdo ao ferro e também estd presente no plasma seminal, com sua origem nas
células de Sertoli [27, 28]. Buckett et al. [28], reportaram concentracdo aumentada de
lactoferrina em amostras de sémen apresentando oligoespermia e oligoastenospermia
guando comparadas a amostras normospérmicas em humanos. Em humanos e touros,
niveis alterados de transferrina no plasma seminal tém sido associados a disfungdes
testiculares e reduzida fertilidade [30]. Considerando o aumento de sua concentracao
nas amostras de sémen de humanos com oligospermia e astenospermia e a presenca d:
lactoferrina quantitativamente superior no plasma seminal de garanhfes de baixa
congelabilidade do sémen encontradas neste estudo, as funcdes bioldgicas desta
proteina no equino aparentam ser similares aquelas reportadas em humanos.

A proteina representada na bai&a com peso molecular de 13,9 kDa e pl 3,8-

4,2 foi identificada como HSP-1, enquanto a protdiiaom peso molecular de 18,2

kDa e pl 5,0-5,2 foi identificada como HSP-2. HSP-1 (ba&@&Jaapresentou densidade

Optica superior nas amostras de garanhdes do grupo de baixa congelabilidade do sémen.
Contrariamente, a band® (HSP-2) apresentou densidade Optica superior nas amostras
de reprodutores de alta congelabilidade. As proteinas do plasma seminal equino 1 e 2
(HSP-1 e HSP-2), sdo duas proteinas homodlogas as BSP do plasma seminal bovino.
Foram purificadas e possuem propriedades de ligacdo com a fosforilcolina, a heparina e
a gelatina [6, 30]Todos os membros desta familia de proteinas possuem um dominio
tipo Il, que parece ser responsavel por estas propriedades de ligacdo e suas estruturas
primérias apresentam de 50% a 65% de semelhanca na sequéncia [6, 31-34].

A presenca da proteina do plasma seminal do equino (HSP-2), com densidade
Optica superior nas amostras dos garanhdes de alta congelabilidade do sémen, concorda
com os achados de Jobim et al. [11], em bovinos, que encontraram uma banda proteica
com peso molecular de 15 a 16 kDa, pl 4,7 a 5,2, com densidade Optica superior nas
amostras de plasma seminal de touros de alta congelabilidade. Posteriormente essa
proteina foi imunoidentificada como a proteina do plasma seminal de bovinos (BSP)
A1/A2 [36]. As proteinas BSP A1/A2 conferem uma maior protecdo das propriedades
da membrana espermatica durante o processo da congelacdo do sémen [11].
Recentemente, Manjuntah et al. [12] relataram que a gema do ovo e a caseina do leite,
que sao amplamente utilizadas para a preservacdo do sémen [10], protegem a funcéo
espermatica através da prevencao da ligacdo das principais proteinas do plasma seminal

bovino (BSP) ao espermatozoide, impedindo desta forma, a estimulacdo da perda
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lipidica da membrana espermatica mediada por estas proteinas. Esta interacdo
aparentemente impede o efeito deletério das BSP sobre a membrana espermatica.
Semelhante com o que ocorre com a gema do ovo, o leite desnatado impede a ligacéo
das BSP ao espermatozoide, reduzindo a perda lipidica, mantendo a motilidade
espermatica e a viabilidade durante o armazenamento. Enquanto a protecado espermatica
pela gema do ovo envolve o sequestro das BSP pelas lipoproteinas de baixa densidade
(LDLs) presentes na gema, isto €, interacdo BSP-lipoproteina, a protecéo fornecida pelo
leite desnatado néo envolve a participacéo de lipideos ou lipoproteinas; ao contrario, as
micelas de caseina presentes no leite desnatado sequestram as BSPs. Desta forma, &
protecdo espermatica pelo leite desnatado envolve uma interacdo BSP-micela de caseina
(proteina-proteina) [10]. Talvez a grande quantidade de proteinas HSP-2 detectada nas
amostras de plasma seminal dos garanhfes do grupo de alta congelabilidade do sémen
apresente o mesmo efeito das BSP A1/A2 acima mencionadas.

Enquanto a proteina HSP-2 detectada neste estudo, apresentou densidade Optica
superior nos garanhdes de alta congelabilidade de sémen, a HSP-1 apresentou-se
guantitativamente superior naquelas amostras dos garanhdes de baixa congelabilidade.
As duas proteinas sdo membros da mesma familia, entretanto a HSP-1 possui um grau
diferente de glicosilacdo. Calvete et al. [6] reportaram que um grau maior ou menor de
glicosilacdo da HSP-1 tem influéncia sobre a ligagdo com a heparina e esta propriedade
pode influenciar outras funcdes da proteina.

A banda proteical5 (26,7 kDa, pl 5,51), que apresentou densidade O6ptica
superior nas amostras dos garanhdes pertencentes ao grupo de baixa congelabilidade, foi
identificada como calicreinal. A calicreina especifica prostatica € membro da familia do
gene da serina-protease, que foi inicialmente descoberta no sémen e considerado como
marcador sérico de maior utilidade para o diagndstico e prognostico do cancer de
préstata [37]. As serina-proteases purificadas do plasma seminal equino possuem uma
extensa sequéncia de homologia com o antigeno prostatico especifico (PSA) em
humanos [38]. A calicreina secretada pela prostata do equino (HPK) aparentemente
representa a contraparte equina do PSA humano. A HPK foi purificada de garanhéo
reprodutivamente ativo e foi reportado que o nivel de expressdo do mRNA do PSA
aumenta com andrégenos [38]. A sequéncia de aminoacidos da calicreina tem alto nivel
de similaridade (58 a 60%) com o PSA humano, o PSA do macaco-rhesus e com a

calicreina prostatica humana (hK2) [38].
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A calicreina 1 (KLK1), componente chave do sistema calicreina-quinina, é
originaria de umocusdo brago longo do cromossomo 19 que contém diversas serina-
endopeptidades relacionadas. O papel bioldégico destas peptidases relacionadas a
calicreina ndo esta claro, mas evidéncias emergentes sugerem que elas podem ser
importantes em diversos sistemas fisiologicos, por exemplo, reproducdo do macho,
homeostase cutanea, formacdo do esmalte dentario e desenvolvimento neural e
plasticidade [39]. A andlise filogenética também revelou a expressdo génica de uma
peptidase relacionada a calicreina na prostata do equino, sendo considerada a PSA
equina, sendo mais préxima da KLK1 do que da KLK3 [40]. Desta forma, a KLK3/
PSA equina, ndo é a PSA equina, mas uma paréloga [39].

Os demais polipeptidios analisados no plasma seminal equino, neste estudo, nao
apresentaram variacao significativa entre as amostras do plasma seminal dos garanhdes
de alta e baixa congelabilidade do sémen. Entretanto, os resultados obtidos devem ser
interpretados com cuidado, pois proteinas de ligagdo a membrana ndo foram analisadas,
e estas proteinas que poderiam ter sido influenciadas pela concentracdo espermatica,
nao foram consideradas neste estudo.

Em conclusédo, existem diferengas no perfil proteico do plasma seminal de
garanhdes de alta e baixa congelabilidade do sémen. Além disso, a CRISP3 e a HSP-2

sao potenciais marcadores de alta congelabilidade de sémen de garanhdes.
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Tabela 2. Peso molecular, ponto isoelétrico e média e desvio padréo da densidade Optica
dos polipeptidios do plasma seminal dos dez garanhdes.

Densidade 6ptica

Proteina PM (kDa) pl (média e DP)
3 80-85 72-175 0,046+ 0,010
5 80-85 7,54 0,039+ 0,010
7 75,4 6,9 — 7,4 0,449+ 0,088
9 65-70 50-5,5 0,162 +0,031
11 27-29 4,8-5,0 0,137 +0,049
13 25-27 4,9-52 0,092 +0,057
15 26,7 5,51 0,166 +0,039
17 26-27 5,0-5,3 0,058 +0,021
19 25-26 5,0-55 0,146 +0,037
21 25-26 56-5,8 0,059 +0,014
23 25-26 73-175 0,163 +0,050
25 25 7,54 0,245 £0,095
27 14-15 5,0-5,3 0,246 £0,023
29 14-15 44—-46 0,173 +0,011
31 14-15 4,2 -4.4 0,062 +0,015
33 12-14 3,9-4,2 0,383 £0,101
35 13,9 3,8-42 0,144 +0,037
37 13-14 3,4-3,7 0,195 +0,031
39 11-13 4,2 -43 0,090 +0,013
41 12-13 3,4-3,6 0,064 £0,016
43 11-13 3,2-3,6 0,188 +0,026
45 18,2 50-5,2 0,098 +0,014
47 10-12 50-55 0,264 +0,067
49 10-12 5,8-6,2 0,184 +0,053

51 10-11 6,4 -6,8 0,115 +0,032




Tabela 3. Média e desvio padrao da densidade 6ptica dos polipeptideos do plasma seminal equino que apresentaram diferenca
guanto a congelabilidade do sémen.

Bandas Proteicas

Congelabilidade

7 15 25 35 45
Baixa 0,036+ 0,010 0,479°+0,053 0,178+0,031 0,279+ 0,076 0,15% 0.035 0,092 0,005
Alta 0,042+ 0,011 0,4206+0,105 0,154+0,03 0,214+0,102 0,134+0,037 0,103+ 0,018

a,b - Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significe®i®b )P

19
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Figura 1. Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida das proteinas do
plasma seminal equino, corado com Coomassie blue. A seta superior mostra a
direcdo do gradiente de pH nao equilibrado (NEPHGE) da terminacao alcalina (+)
para a acida-) na primeira dimensdo. A seta na esquerda demonstra a dire¢cdo do
peso molecular. As demais setas indicam as proteinas no plasma seminal equino
que apresentaram diferenca na congelabilidade do sémen.
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4 CONCLUSOES

Existem diferencas no perfil proteico do plasma seminal dos garanhdes de alta e
baixa congelabilidade do sémen.

A CRISP3 (80-85 kDa, pl 7,54) e a proteina HSP2 (18,2 kDa, pl 5,0-5,2), sédo
proteinas do plasma seminal equino relacionadas com a alta congelabilidade do sémen,;
assim, podem ser indicadas como marcadores.

Indicam-se as proteinas lactoferrina (75,4 kDa, pl 6,9-7,4 ), calicreina (26,7 kDa,
pl 5,51), CRISP3 (25 kDa, pl 7,54) e a HSP1 (13,9 kDa, pl 3,8-4,2) como indicativo da
baixa congelabilidade do sémen equino.
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5 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Este estudo foi pioneiro em relacionar as proteinas do plasma seminal equino
com a congelabilidade do sémen, através da eletroforese bidimensional. Estudos
relacionando as proteinas do plasma seminal equino com a congelabilidade do sémen
estdo sendo dirigidos em diversos centros de pesquisa em todo o mundo. Os resultados
obtidos poderéo direcionar futuras pesquisas, como o estudo destas proteinas no plasma
sanguineo e o desenvolvimento de testes diagnosticos praticos para a identificacdo

precoce de reprodutores de alta congelabilidade do sémen.
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1481.7344 303-315

1479.7518 14-27

1467.6362 231-242

1450.6404 256-269

78

http://br.expasy.org/cgi-bin/peptide-mass.p

(Cys CAM: 579 19531738 | KQEDFELLCLDGTR
Cys_PAM: 579 1967.2006]
APNHAVVSQSDRAQHLK
DSTVFENLPDEADRDK
Cys_CAM: 187,189 || 1960.1425
—— === CACSSQEPYFGYSGAFK
[Cys_PAM: 187,189 || 1988.1961
' GEADALNLDGGFIYVAGK
1377, [ 4.2
(Cys_CAM: 377,386 | 19242346\, 0\ spSTTEECIALVLK
[Cys_PAM: 377,386 | 1952.2882)
Cy ;1 B 7.
Cys CAM: 176,170 | 18971306} o\ oy ooy cAGTEADK
[Cys_PAM: 176,179 | 1925.1842)
Cys_CAM: 163, 166 | 1802.0294]
= = FF PCADGK
Cys_PAM: 163,166 | 1830.0830) RUAHEFAASCY
Cys_CAM: 354 1716.9089
= —— F| A E
Cys_PAM: 354 7309357 TR UVWE BIGREEER
Cys_CAM 681,690 | 1768.0585
A -— RCSSSPLLEACA
[Cys_PAM: 681,690 || 1796.1121] ss i

[cys_CAM: 251

1702'9@ ECHLARVPSHAVVAR

[cys_PAM: 251

1717.0015|

[cys_cam: 538 1699.9211]

= e YYGYTGAFRCLAEK

[Cys_PAM: 538 1713.9479|

[cys_CAM. 51 1668.9050]

= - KTSSFECIQAIAANK

[Cys_PAM: 51 1682.9318) €
DSTVFENLPDEADR
SSAFQLFKSTPENK
GKPQTRYYAVAWK

(Cys CAM: 681,690 | 16829498) i oop ) eacarirA

Cys_PAM: 681,600 || 1711.0034

[Cys_CAM: 579

1596.7517|
1 7| QEDFELLCLDGTR

{Cys_PAM: 579 [ 1610.7785|
KSDADLTWNSLSGK
SDADLTWNSLSGKK

Cys : 8

Cys CAM:1S | 15768104 o o crispAEAAK

Cys_PAM: 15 [ 1590.8372

[Cys_CAM: 251 | 15718373

= . ———| KPVDAFKECHLAR

[Cys_PAM: 251 | 1585.8641 NRAERELHA
KGSGFQLNQLQGVK

Cys_CAM: 354 1559.7600|

5 : —— VWWCAVGPEEERK

[Cys_PAM: 354 1573.8068] CA 2

[Cys CAM: 681,690 | 1611.8710,

= ! CSSSPLLEACAFLR

[Cys_PAM: 681,690 | 1639.9246)

[Cys_CAM: 51 1540.7309]

= =~ TSSFECIQAIAANK

[Cys_PAM: 51 1554.7571) SF A
DLLFKDSALGFVR

[Cys_CAM: 15,25 || 1593.8558

e T BT Y WCTISPAEAAKCAK

[Cys_PAM: 15,25 || 1621.9094) :

Cys CAM: 237 || 1524.6882|

E= = DKYELLCPDNTR

Cys_PAM: 237 | 1538.7150]
VPSHAVVARSVDGR

4/24/2008 4:05
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1411.6185 585-597

1403.6239 80-91

1394.4802 448-460.

1376.5546 107-119
1374.5539 351-362
1356.5266 276-286
1351.6033 538-550

1351.5937 270-279
1346.4851 265-275

1323.5061 204-216

1292.4742 297-307
1281.3703 598-609

1271.5170 411-422
1224.3735 233-242

1223.3484 364-373

1190.2952 551-561
1188.3251 562-571
1177.3601 14-24

1170.3532 287-296
1120.2096 366-374

1103.3211 635-643

1098.2025 529-537
1079.1571 280-288

1074.2861 35-44

1074.1816 339-348
1041.2783 98-106
992.0355 366-373

966.0713 521-528
947.1401 37-45

945.0839 461-469

936.1016 256-264
928.0753 289-296
917.9941 339-347
913.1042 98-105

908.0137 178-186

894.0356 171-177

B864.9763 308-315
L]

[ =T =]

Cys_CAM: 593 1468.6705)
Cys_PAM: 593 1482.6973
Cys_CAM: 354 || 14316059
Cys PAM: 354 | 14456327
Cyd CAM:538 | 1408.6553
Cys_PAM: 538 | 14226821
Cys_CAM: 204 1380.5581|
[Cys_PAM: 204 1394.5849]
[Cys_CAM: 411 1328.569

[Cys_PAM: 411 1342.5958
Cys_CAM: 237 [ 1281.4255
Cys_PAM: 237 [ 1295.4523
Cys_CAM: 364 1280.4004
Cys_PAM: 364 1294.4272
(Cys_CAM: 15 [ 1234.4121]
Cys_PAM: 15 | 1248.4389
[Cys_CAM: 636 1160.3731)
(Cys_PAM: 636 1174.3999)
[cyscAma2 | 11313381
[Cys_PAM: 42 | 11453649
Cys_CAM: 521 [ 10231233
Cys PAM:521 ||  1037.1501
[cysCAM 42 | 1004.1921
[cys_PAM: 42 | 1018.2189
[Cys_CAM: 463 1002.1359
[cys_PAM: 463 1016.1627
[Cys_cAM: 179 '965.0657,
[cys_PAM: 179 979.0925|
[cys cAm: 176 | 951.0876)
(Cys_PAM: 176 | 965.1144]

KPVAEAESCHLAR

LRPVAAEVYQTR
SDADLTWNSLSGK
GSGFQLNQLQGVK

VVWCAVGPEEER
LLHRAQEEFGR
CLAEKAGDVAFVK

EDLIWRLLHR
SVDGREDLIWR

CLENGAGDVAFVK

STPENKDLLFK
APNHAVVSQSDR

CGLVPVLAENQK

YELLCPDNTR

CKQWSDVSNR

DVTVLQNTDGK
NSEPWAKDLK

WCTISPAEAAK

NKSSAFQLFK
QWSDVSNRK

FCLFKSETK

YYGYTGAFR
AQEEFGRNK

VRGPSVSCIR

ETAAEVAARR
YYAVAVVKK
QWSDVSNR

CMPNSEER

GPSVSCIRK

KSCHTGVGR

VPSHAVVAR
SSAFQLFK
ETAAEVAAR
YYAVAVVK

LCAGTEADK

QYPNLCR

DSALGFVR

79
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836.8792 280-286 0
831.9463 270-275
831.9030 562-568 0

o

830.9366 120-127 0
823.9880 28-33 1

818.9660 37-44 0

816.9098 462469 0

806.9367 543-550 0
804.9642 243-249 0

7529092 25-30 1

80

hitp://br.expasy.org/cgi-bin/peptide-mass.}

AQEEFGR
EDLIWR
NSEPWAK
[cys_cAM: 121 B887.9886 SCHTELER
[Cys_PAM: 121 902.0154|
FQRNMK
: | .01
Cys_CAM: 42 [ 876.0180 GPSVECIR
Cys_PAM: 42 | 890.0448
(Cys CAM: 469 8739618 ¢ toveR
[Cys_PAM: 463 887.9886|
AGDVAFVK
KPVDAFK
.25 09.9612
(Cys CAM 809 2012 cAKFQR
Cys_PAM: 25 823.9880

99.3% of sequence covered (you may modify the input parameters to display also peptides < 750 Da):

10 20
aprk SVAWCTISFA

80
YERGLHFYKL

g 140
AG WNIPIGTLRP

190 200
GTEADKCACS SQEPYEGISE

250 260
TREFYDAFKE CHLARVESHA

310 120
NEDLLEFXDSA LGFVRIFS(I

370 380

ERECKOWSDV SNREVACASR 8

430 440
QESONSNREPD CVHRFPEGYL

430 500
FNQTGSCKED KFFSQSCAPG

550 560
EKASDVAFVE DVTVIONTOG

610 620
HAVVSQSDRE QHLEKVLELD

670 680
TTYEQYLGSE YVTSTTNLER

30
EAAKCREFOR

50
ROVAREVYQT

150
YLNWTGPPEP

210
AFKCLENGRG

270
VVARSVDGRE

330
LESGLYLGRNY

RVAVVRESDR

510
RDPOSSLCRL

570
KNSEPWRKDL
QDOFGENGED

690
CSSSPLLEAC

a0
NMEKVRGPSY

100
RGRPQTRYYA

160
TOKAVAREES

220
DVAEVEDSTV

280
DLIWRLLERA

240

LTATUNLEET

400

¥ LKGERDALNTL

460
DLTWNSLSGK

520
CVGNNENENK

580
KQEDFELLCL

640
CPCKFCLEKS

AFLEA

59

BLIRKTSSEFE

110
VAVVEXGSGE
170
RSCVPCADGE
230
FENLEDEALR
230
QEEFGRNKSS

350
BAREVRARRER

410
DGSFTYVAGK
470
KSCHTGVGRT
530
CMENSEERYY

530
DETREPVAER

650
ETKNLLFNDH

50
CIQRIAANKA

120
OLNQLQGVKS

180
QEPNLCRLCA

240
DHYELLOPDN
300
AFULEKSTEE

360
YVETAVGPEE

420
CGINPVLAEN

80

4
BAWNTPMGLL

ESCHLARAPN

650
TECLAELOGK

Display the list of masses | in raw text format to be exported into an external application

i EXPASY Home page

Site Map

Search ExPASY Contact us Proteomics tools Swiss-Prot

4/24/2008 4:05
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Voyager Spec #1=>SM19=>MC[BP = 551.6, 26495]
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100+
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% Intensity

30+
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21818938 06

—_———u

2238.93
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Voyager Spec #1=>SM19=>MC[BP = 551.6, 26495]
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APENDICE B
, ExPASy - PeptideMass http://br.expasy.org/cgi-bin/peptide-mass.pl
iy ExPASY Home page Site Map Search ExPASY Contact us Proteomics tools Swiss-Prot
Search Swiss-ProUTrEMBL & for fenvelope giycoprotein | Go | _ciear |

1l

| Please help us to better understand your needs and expectations regarding ExPASy and complete oupnline survey!

PeptideMass

The entered protein is: KLK2_HORSE
The selected enzyme is: Trypsin
Maximum number of missed cleavages (MC): 1

All cysteines have been treated with lodoacetamide to form carbamidomethyl-cysteine (Cys_CAM), with acrylamide adducts
(Cys_PAM).

Methionines have not been oxidized.

Displaying peptides with a mass bigger than 750 Dalton.

Using average masses of the occurring amino acid residues and giving peptide masses as [M+H].

You have selected KLK2_HORSE ( Q6H321) from UniProtKB/Swiss-Prot:

Kallikrein-1E2 precursor (EC 3.4.21.35) (Glandular kallikrein) (HPK)
Signal and propep in positions 1-24 have been removed.

+ Chain Kallikrein-1E2 at positions 25 - 261 [Theoretical pl: 5.51 / Mw (average mass): 26750.28]
mass position #MC artif. modification(s) peptide sequence

(Cys_CAM: 50, 66 || 8661.6014] HSKPWQVAVYHQGHFQCGGY LVHPQWVLTAAHCMSDDYQ!
Cys_PAM: 50, 66 | 8689.6550 WLGRHNLSEDEDTAQFHQVS DSFLDPQFDLSLLK

Cys_CAM: 31, 50,
68 __
Cys_PAM: 31, 50,
168__
[Cys_CAM: 198, smisia

1208, 219, 234 | MTEFVLCATHRDDSGSICLG DSGGALICDGVFQGITSWGY
Cys_PAM: 198, |50z ?@ SECADFNDNFVFTK

8547.4974 34-107 1

6276.1341
_| IGGWECEKHSKPWQVAVYH QGHFQCGGYLVHPQWVLTAA

6104.9781 25-77 1 HCMSDDYQIWLGR

6318.2145

5803.4116 192-245 1

209,219, 234

Cys_CAM: 209, |[oa00 oe o

219, 234 DDSGSICLGDSGGALICDGY FQGITSWGYSECADFNDNFY
5219.7950 203-251 1 . R ALK

o gad o 54330314

219,234

Cys_CAM: 50, 66 | 5202.9024| sKPWQVAVYHQGHFQCGGY LVHPQWVLTAAHCMSDDYQ!

5088.7984 34-77 0 -
Cys_PAM: 50, 66 | 5230.9560 WLGR

Igi‘gffsﬁ”‘: 209, |[685.0345
4513.8785 203245 0 = L DDSGSICLGDSGGALICDGY FQGITSWGYSECADFNDNFV FTK
Cys_PAM: 208, 4707114
219,234 i
3605.8958 78-108 1 "HNLSEDEDTAQFHQVSDSFL DPQFDLSLLKK
3477.7217 78107 0 HNLSEDEDTAQFHQVSDSFL DPQFDLSLLK
'C";—CAM" 152, 3323 7225
3209.6185 148177 1 bloee ~—— LGSTCYTSGWGLISTFTNRG SGTLQCVELR
?;’;—PAM: 152, lla3s1.7761
I

[cys_caM: 152 || 32576851
[cys_PAM: 152 | 3271.7119
2658.0930 110-131 1 YLRPYDDISHDLMLLRLAQP AR

3200.6331 138-166 1 ILDLPTQEPKLGSTCYTSGW GLISTFTNR

lof2 4/24/2008 4:
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2149.5152 109-125 1 KYLRPYDDISHDLMLLR

Cys_CAM: 152 || 2122.3595
3075 148-166 0 =t — LGSTCYTSGWGLISTFTNR

20653 66 Cys PAME 152 | 2136.3863 GSTC LIST!

2021.3411 110-125 0 YLRPYDDISHDLMLLR
[Cys_CAM: 198 | 1954.2689

18972169 187202 1 El=——r — AYPEKMTEFVLCATHR

8972 2 1 [Cys_PAM: 198 | 19682957 H
[Cys_CAM: 173 |[ 1920.1474]

1863.0954 167-183 1 - —| GSGTLQCVELRLQSNEK

8 ° [Cys_PAM: 173 || 1934.1742] a

1782.0869 132-147 1 ITDAVKILDLPTQEPK

[Cys_CAM: 198 | 1365.6078]

. MTEFVLCATH:
[Cys_PAM: 198 || 1379.6346] TR i

1308.5558 192-202 0

1283.5132 126-137 1 LAQPARITDAVK

[cys_cam: 173 | 12203857]
= === GSGT ELR
[Cys_PAM: 173 || 1234.4125] Lacv

1163.3337 167-177 0

1154.3483 138147 0 ILDLPTQEPK

1152.4859 246-254 1 VMPHLKWIK
Cys_CAM: 184 | 1106.2415]

1049.1895 178-186 = ; ——— LQSNE| R
Cys_PAM: 184 || 1120.2683] QSNEKCA

1047.2390 252-259 WIKETIEK
[Cys_CAM: 31 | 1092.2544]

10352024 2533 0 —= IGGWE
[Cys_PAM: 31 || 1106.2812) CEK
ICys CAM: 184 || 995.1409]

8.0889 184-191 1 == - YPEK
% s [Cys_PAM: 184 | 1009.1677] CARA
820.8743 255-261 1 ETIEKNS

100.0% of sequence covered (you may modify the input parameters to display also peptides < 750 Da):

10 20 30 a0 50 60
TIGGWE CEKESKFWQV RVYHOCHFQC GOVLVHPOWY

70 80 50 100 110 120
LTRRHCMSDD YOIWLGRHNL SEDEDTAQFH FLDPQ FDLSLLKKKY LRPYDDISHD
130 140 150 160 170 180
LMLLRLAGER RITDAVKILD LPTQEPKLGS TCYTSGWGLT STFTHRGSGT LOGCVELRLOS
130 200 210 220 230 240
NEKCARAYPE KMTEEVLCAT HRE °L GRSGGALICD GVFUGTTSWG YSRCADFNDN

250 260
EVETKVMPHL KWIKETIEKN §

Display the list of masses [in raw text format to be exported into an external application

sl ExPASY Home page Site Map Search ExPASy Contact us Proteomics tools Swiss-Prot

20f2 4/24/2008 4:21°
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APENDICE C

ExPASy - PeptideMass http://br.expasy.org/cgi-bin/peptide-mass.pl
o ExPASY Home page Site Map Search ExPASyY Contact us Proteomics tools Swiss-Prot
Search | Swiss-ProtTrEMBL =i for fenvelope giycoprotein| _Go_| _Clear |

Please help us to better understand your needs and expectations regarding ExPASy and complete oupnline survey! _l

PeptideMass

The entered protein is: CRIS3_HORSE
The selected enzyme is: Trypsin
Maximum number of missed cleavages (MC): 1

All cysteines have been treated with lodoacetamide to form carbamidomethyl-cysteine (Cys_CAM), with acrylamide adducls
(Cys_PAM).

Methionines have not been oxidized.

Displaying peptides with a mass bigger than 750 Dalton.

Using average masses of the occurring amino acid residues and giving peptide masses as [M+H'].

You have selected CRIS3_HORSE ( 019010) from UniProtKB/Swiss-Prot:

Cysteine-rich secretory protein 3 precursor (CRISP-3)
Signal in positions 1-22 has been removed.

« Chain Cysteine-rich secretory protein 3 at positions23 - 245 [Theoretical pl: 7.54 / Mw (average mass): 25025.23}

mass position #MC artif. modification(s) peptide sequence
[Cys_CAM: 191, 194, 198, 203 ]
{ys- - 194,198, 289, l14672.0478
F——— A 1 I e INTPYEQGTPCARCPGNCDN
' Cys_PAM: 191, 194, 198, 203, | 4756 2085 G-CTNSCEYEDLVSNCDSLK
207, 216 ] | A
0104031 630 1 (OB-CAMSE [ 40674551 CGENLFMSSIPNSWSDAIGN
’ [Cys_PAM: 96 |~ 4081.4819 WHDEVHDFKYGVGPK
[Cys_CAM: 96 I 4053.4870] AVGTMKCGENLFMSSIPNSW
435 - [t o il e
30064560 W24~ 1 Cys_PAM: 96 T 40675138 SDAIQNWHDEVHDFK
‘Cys_CAM: 96 3465.7519|
3408.6999 96-124 « 0 —=———— = CGENLFMSSIPNSWSDAIQ EVH
(Gys PAME 96 Sorel E NS N WHDEVHDFK
Cys_CAM: 169, 172, 191 3551.9473)
3380.7913 165-193 1 === e lYYYVCQYCPAGNYVNKINTP YE R
3 Cys_PAM: 169,172,191 |[ 3594.0277| RSFAERTYHEN ASTRCN
iCys_CAM: 152, 157 3334.7944
30206004 131159 1 | CS=CAM: 182,15 1944 NAVVGHYTQUVWYSSYRV GCGIAYCPK
lcys_PAM: 152, 167 || 3362.8480
Cys_CAM: 194, 198, 203, 207, ]!;311 5539)
1216 :
3026.3239 194-221 1 ‘== e = — CPGNCDNGLCTNSCEYEDLV SNCDSLKK
Cys_PAM: 194, 198, 203, 207, | co
i 3381.7179
216 i
g%.«g_cm: 194,198, 203, 207. 3143, aogs]
2898.1498 194-220 0 = - CPGNCDNGLCTNSCEYEDLV SNCDSLK —
Cys_PAM: 194, 198, 203, 207, |
3253.5438
216 -
2830.1746 125-149 1 YGVGPKTPNAVWGHYTQVVW YSSYR
Cys CAM: 169,172 | 2590.9305
2476.8265 160-180 1 == - - GT
0 Cys_PAM: 169, 172 | 2618.9841'Q HEYPIVCRCPASNEVI K
2228.4714 131-149 0 TPNAVVGHYTQVVWYSSYR

1of3 4/24/2008 4:3
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2029.2804 68-85
1995.1761 62-78
1949.2053 165-180

1937.2790 51-67
1820.0521 23-39

1587 8488 222-235
1538.8629 150-164
1450.6087 181-193

1401.5668 232-243
1317.5891 50-61
1300.4748 79-89
1248.4210 23-34
1241.4907 221-231

1238.3885 40-49
1219.2987 68-78

1203.3700 236-245

1174.3392 35-44
1161.4016 51-61

1113.3166 222-231
1078.2282 86-95

1011.2417 150-159
927.0346 236-243

829.0044 79-85

810.8906 45-50
794.9001 62-67

0

1
0

[Cys_CAM: 79 | 2086.3324)
[Cys_PAM: 79 2100.3592
[Cys CAM: 169,172 || 20633093
[Cys_PAM: 169,172 2091.3629
Cys CAM: 225,234 | 17019528
Cys_PAM: 225, 234 1730.0064]
Cys_CAM: 152, 157 | 1652.9669
Cys_PAM: 152, 157 [ 1681.0205!
Cys_CAM: 191 1507.6607|
Cys_PAM: 191 ~ 1521.6875,
Cys_CAM: 234,238,240 | 1572.7228)
Cys_PAM: 234, 238, 240 1614.8032|
Cys_CAM: 79 1357.5268|
Cys_PAM: 79 1371.5536|
Cys_CAM: 225 1298.5427
Cys_PAM: 225 1312.5695
[Cys_cam: 238, 240 1317.4740
|Cys_PAM: 238, 240 1345.5276
Cys_CAM: 225 1170.3686|
Cys_PAM: 225 1184.3954
Cys_CAM: 152, 157 [ 1125.3457]
Cys_PAM: 152,157 || 1153.3993
Cys_CAM: 238, 240 1041.1386
Cys_PAM: 238, 240 10691922
Cys_CAM: 79 886.0564)
Cys_PAM: 79 1900.0832

90

http://br.expasy.org/cgi-bin/peptide-mass.

TATNAQNWANKCLLQHSK
MQWDSKTATNAQNWANK
YYYVCQYCPAGNYVNK

TVSPLASNMLKMQWDSK
QDPGFAALSITKSEVQK

IAGCEHELLKENCK
VGCGIAYCPKQGTLK
INTPYEQGTPCAR

ENCKTTCQCENK
RTVSPLASNMLK
CLLQHSKAEDR
QDPGFAALSITK
KIAGCEHELLK

EIVNKHNDLR
TATNAQNWANK

TTCQCENKIY

SEVQKEIVNK
TVSPLASNMLK

IAGCEHELLK
AEDRAVGTMK

VGCGIAYCPK
TTCQCENK

CLLQHSK

HNDLRR
MQWDSK

100.0% of sequence covered (you may modify the input parameters to display also peptides < 750 Da):

10

70
EMOWDSETAT NAUNWANK

130 0
HOFKYGVEPE TPHAVVGHYT QYVWYSSYRY

190

20

200
INTEYEQGTP CARCPGNCDN GLCTHSCEYE DLVWSNCD!

LOHSHAE

a0 4

Q
QUPGERAL SITKSEVQKE IVNKHND

50

100
AR VGTMRCGENL

15 160

210 220
SLE

110
FMSSIPNSHS DATQNWHIDE

170

50 60
LER TVSPLASNML

120

v

180
GOGIAYCPHD GTLRYYYVCD YCPAGNYVNE

40
KIAGCEHELL KENMCKTTCOT

Display the list of masses | in raw text format to be exported into an external application

20f3
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Voyager Spec #1=>SM19= >MC[BP = 1297.2, 15397]

30 , _4619.1
1730.24
| 1184.44
1919.48
20
_Fm.ﬁ
1028.96 1316.47
bl
= .
m g7 1437.51
E
=
11§67
1059.91 1 T.B
1237.96 530
1830.73
1287]
150812
o g 1333.35
B58.55
1565.12 17pH 79 salo.1d
1339.79 )
1844.04
1639.93
1065189712 2063.34
0 , _ y _ 0
900 1160 1420 1680 1940 2200
Mass (m/z)

jobim 5s

D:\...\jobim 0008.dat
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Voyager Spec #1=>SM19=>MC[BP = 1297.2, 15397]

_1.2E+4

80-
1548.78
704
1534.68
60- #ﬁ
50
. 123135
=
w
S 40-
£
=
30
1730.24
20-
1316.47 1604
o978 8812 ’ 1437.51
1830.73
b 1565.12 1 79 1810. 858.55
1639.93 {84404
0 ; . 0
o 1160 1420 1680 1940 2200
Mass (m/z)
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1004

904

80~

70+

60

% Intensity

20+

2164.22

2228.24

2274.71

2291.40

7%528s.12

Voyager Spec #1=>SM19= >MC[BP = 1297.2, 15397]

2552.79

445,84 2502.66

3022.05

2795.27

-2947.9

10
2100

jobim Ss

D:\ \jobim 0008, dat

2320

2540

Mass (m/z)

2760

3200
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304

% Intensity
3

104

3178.68

3212.48
3)197.85

3226.14

3478

3368.68

Voyager Spec #1=>SM19= >MC[BP = 1297.2, 15397]

3731.16

-3637.2

0
3100

jobim Ss

Tt Adakim OOOR Aot

3520

3940

Mass (m/z)

4360

4780

5200
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95

90+

80

50

% Intensity

30+

20+

10

200.38

97528

Voyager Spec #1 MC= >SM19= >MC=>MC[BP = 1548.4, 22207]

1297.51

1316.32

1548.82

1730.24

1858.19

1915.55

0
900

jobim 25s
TV Vishim 0013 dat

Mass (m/z)

1680

1940 2200
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1004

90

80

70

50

% Intensity

40

30

20

1 2227.98

Voyager Spec #1 MC=>SM19= >MC= >MC[BP = 1548.4, 22207]

3021.71

3

- 8806.0

jobim 25s
T\ Aiobim 0013.dat

2320

2540 2760
Mass (m/z)

2980

3200



3254.25

Voyager Spec #1 MC=>SM19=>MC=>MC[BP = 1548.4, 22207]

N~ ) 47669
> 100
m_ﬁ.m_ 3479.78

90 {

80-

70+ \

1
338233

60
2z
2
S 50 3659.56
€
=

40 3239.85

r 3495.87
30-
5.77
20-
3514.04
3529.05
336 3676.06
10 431991
0 . . , _ 0
3100 3520 3940 4360 4780 5200
Mass (m/z)

Jobim 255
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APENDICE D
ExPASy - PeptideMass hittp://br.expasy.org/cgi-bin/peptide-mass.
s ExPASY Home page Site Map Search ExPASy Contact us Proteomics tools Swiss-Prot
Search Swiss-ProyTrEMBL - for Evnl’ope glycoprotein | _EO-J Clear t

1of2

l Please help us to better understand your needs and expectations regarding ExPASy and complete oupnline survey!

PeptideMass

The entered protein is: SP1_HORSE
The selected enzyme is: Trypsin
Maximum number of missed cleavages (MC): 1

All cysteines have been treated with lodoacetamide to form carbamidomethyl-cysteine (Cys_CAM), with acrylamide adducts
(Cys_PAM).

Methionines have not been oxidized.

Displaying peptides with a mass bigger than 750 Dalton.

Using average masses of the occurring amino acid residues and giving peptide masses as [M+H].

You have selected SP1_HORSE ( P81121) from UniProtKB/Swiss-Prot:
Seminal plasma protein HSP-1

* Chain Seminal plasma protein HSP-1 at positions 1 - 120 [Theoretical pl: 8.14 / Mw (average mass): 13905.42]
mass position #MC artif. modification(s) peptide sequence
3550.8788 1-33 1 DLQTTGADHSATVNPDQQLI MTKHSATVTPENK
M: 83,1 f
Cys__ L 105 3097 40-8T§ CTTDGSLFRISWCSVTPNYD HHGAWK
Cys_PAM: 93, 105 || 3125.4623/
24857278 1-23 0 DLQTTGADHSATVNPDQQLI MTK
[Cys_CAM: 58, 71 | 2577.8450]
[Cys_PAM: 58, 71 | 2605.8986|

2983.3047 93118 1

2463.7410 57-78 1 WCSLTGTYSGSWKYCAATDY AK

[Cys_CAM: 105, 120][2382 6323

22685283 102120 1 === - } ISWCSVTPNYDHHGAWKYC

d [Cys_PAM: 105, 120]2410.6859 © o

| 1 2303,

2246.4580 51-69 1 ig—::—g:;' :: zg?gggglmswawcsnewseswx

_CAM: 2168.4343

21113823 2441 1 [g::—(;:::_:: l[ 2132461? HSATVTPENKCVFPFNYR
Cys_CAM: 105 | 2059.2655)

20022135 102-118 0 |25 ISWCSVTPNYDHHGAWK
(Cys_PAM: 105 | 2073.2923 HHGA

Cys_CAM: 71,79 | 2104.4053
2218, - —JYCMTDYAKGAFPFWR

1990.3013 70-86 1 =
[cys_PAM: 71,79 | 2132.4589)

[Cys_CAM: 7 0.9981

1723.9461 7992 1 o= -g-——!l: CAFPFVYRGQTYDR
Cys_PAM: 79 | 1795,0249

/s CAM:93 | 1777.9057]

17208537 87-101 1 YS-CAM:9 S QTYDRCTTDGSLFR
Cys_PAM:93 | 1791.9325
[Cys_CAM: 48 || 1647.7587

1590.7067 45-56 1 - ——~ YYDCTRTDSFYR
[Cys_PAM 48 | 16617855 Rl :
[Cys_cAM:58 | 1533.6980

476, 4 = i A TGTYSGSWK

1476.6460 5763 0 Cre PAM S8 | 16477248 WESL
[cys_cam: 34 1479.6987

1422.6467 34-44 1 == - v RGYR
[Cys_PAM: 34 1493.7268) OV TN

4/25/2008 10:35 A
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20f2

1197.3101 42-50
1084.1737 24-33

1046.2313 34-41

1006.1177 70-78

1003.2063 79-86

1000.1139 93-101

820.8947 45-50

788.8347 51-56

100.0% of sequence covered (you may modify the input parameters to display also peptides < 750 Da):

a

1=

0

0

20

99

hrtp:z‘fbr.expasy.org!cg:’—binfpcﬁﬁtfe—m

Cys_CAM: 48 | 1254.3621|
e GYRYYDCTR
Cys_PAM: 48 || 1268.3889
HSATVTPENK
Cys_CAM: 34 1103.2833
= === CVFPFNYR
Cys_PAM: 34 1117.3101] FRY
Cys_CAM: 71 1063.1697]
b A,
- CAATDY,
[Cys PAM: 71 || 1077.1968] Y AK
Cys_CAM: 79 1060.2583
] = FVY!
Cys PAM:79 | 1074.2851 CAFPEVYR
= ——
, AM: 93 || 10571
Cys C 659] CTTDGSLFR
[Cys_PAM: 93 | 1071.1927]
[Cys CAM:48 || 877.9467
e —— YYDCTR
{Cys_ PAM:48 || 891.9735 e
TDSFYR

40 50 60
il

0
DLOTTGADHS ATVNPDOULT MTKHSATVIP ENKCVEPFNY BGYRYYDOTR TDSFYRWCSL

80
¥ CAATDYAKCR FPEVYRGOTY DECTTDGSLE RISWOSVIEN YDHHCRWEYS

50 100 110 120

Display the list of masses | in raw text format to be exported into an external application

i EXPASY Home page

Site Map

Search ExPASy Contact us Proteomics tools

Swiss-Prot

AMKMANG 1728 AnS
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Voyager Spec #1=>SM19=>MC[BP = 1117.0, 34292]

100+ . 1117.80
~3.4E+4

1074.26
90+

704

50-

% Intensity

40

30 |
1 Twi

20+

1547.62

104

&
g 3
[4,)

.Wﬁuu.uu

. {g _ )
300 1160 1420 1680 1940 2200
Mass (m/z)

jobim 35s
D:\..\jobim_0015.dat



101

SJ

80|

70

% Intensity
8

2253.46

2410.73

Voyager Spec #1=>SM19= >MC|[BP = 1117.0, 34292]

(51213

40-
304
6.68
20-
293,10 2291.51
21 m?wq 22 tu
10
0 T T v T 0
2100 2320 2540 2760 2980 3200
Mass (m/z)
jobim 35s

T\ Niohim 0015 dat
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Voyager Spec #1=>SM19=>MC[BP = 1117.0, 34292]

_621.9

30-
3375.72
20
3462.90 443 90
3531.23
2z
G
[
g 3846.05
= 3125.13
= 3361.15 3565.95 H18448 4625.66
4248.96
|
0 ; : ) r 0
3100 3520 3940 4360 4780 5200
Mass (m/z)
jobim 35s

D\ \jobim 0015.dat
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APENDICE E

User entered protein sequence Page 1 of 3

& ExPASy Home page Site Map Search ExPASyY Contact us Proteomics tools Swiss-Prot

Search Swiss-ProVTrEMBL - for cris3_human

| Please help us to better understand your needs and expectations regarding ExPASy and complete our online sugeyLI

PeptideMass
The entered sequence is:
10 20 30 40 50 60
MAPCLGIFLI LVGACIFLQL DHVDGDQQPI ATDHSPTRKP DNKCVFPFIY QGRQHYDCTR
70 80 90 100 110 120
ADSFYRWCSL TEKYSGKWKY CAAEDYAKCF FPFVYRGRTY HTCTTDGSVL LIPWCSVTPD
130 140 150

YDLHGAWKYC ICPVYLTHGH ECDQAFETQV KKIKKSQA
The selected enzyme is: Trypsin

Maximum number of missed cleavages (MC): 1

All cysteines have been treated with lodoacetamide to form carbamidomethyl-cysteine (Cys_CAM), with acrylamide
adducts (Cys_PAM).

Methionines have not been oxidized.
Displaying peptides with a mass bigger than 750 Dalton.

Using average masses of the occurring amino acid residues and giving peptide masses as [M+H]".

The peptide masses from your sequence are:

[Theoretical pl: 7.51 / Mw (average mass): 18244.89]

mass position #MC artif. modification(s) peptide sequence
Cys_CAM: 103, 115,
= 6334.0854
5048.8254 99151 1 130, 132, 142 TYHTCTTDGSVLLIPWCSVT
' PAM: 103, 115 PDYDLHGAWKYCICPVYLTH GHECDQAFETQVK
o g 64042194

Cys_CAM: 4,15 4804.5540 MAPCLGIFLILVGACIFLQL
46904500 1-43 1 oaMia 15 48326076 DHVDGDQQPIATDHSPTRKP DNK

Cys_CAM: 4,15 4221.8967 MAPCLGIFLILVGACIFLQL
4077927 138 0 PAM:4,15 42499503 DHVDGDQQPIATDHSPTR

AM: 103, 709.144
3595.0409 97-128 1 Cys C BiE o GRTYHTCTTDGSVLLIPWCS VTPDYDLHGAWK

Cys_PAM: 103,115 3737.1985

Cys_CAM: 103, 115 3495.9055
33818015 99128 0 -C 8 TYHTCTTDGSVLLIPWCSVT PDYDLHGAWK
Cys_PAM: 103,115 3523.9591
Cys_CAM: 130, 132,
28142207 129152 1 142
Cys_PAM: 130, 132,

7
29853767 3 61CPVYLTHGHECDQAFET QVKK

http://ca.expasy.org/cgi-bin/peptide-mass.pl 4/28/2008
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User entered protein sequence Page 2 of 3

142 3027.4571
?IES_CAM: 130, 132, 2857.2026

2686.0466 129-151 0 PVY EC

66 129-15 Cys_PAM: 130, 132, YCICPVYLTHGHECDQAFET QVK

142 2899.2830
Cys_CAM: 44,58  2248.5413

2134.4373 44-60 1 CVFPFIYQGRQHYDCTR

Cys_PAM: 44,58  2276.5949

Cys_CAM: 81, 89 2208.5135
2004.4095 80-96 1 YCAAEDYAKCFFPFVYR
Cys_PAM: 81,89  2236.5671

Cys_CAM: 44 1870.1788
1813.1268 39-53 1 KPDNKCVFPFIYQGR
Cys_PAM: 44 1884.2056
Cys_CAM: 58 1719.8282
16627762 5466 1 QHYDCTRADSFYR
Cys_PAM: 58 1733.8550
Cys_CAM: 68 1663.8447
1606.7927 61-73 1 ADSFYRWCSLTEK
Cys_PAM: 68 1677.8715
Cys_CAM: 81 1405.5674
1348.5154 78-88 1 WKYCAAEDYAK
Cys_PAM: 81 1419.5942
Cys_CAM: 68 1359.5392
1302.4872 B7-77 1 WCSLTEKYSGK
Cys_PAM: 68 1373.5660
Cys_CAM: 89 1349.5955
1292.5435 89-98 1 CFFPFVYRGR
Cys_PAM: 89 1363.6223
Cys_CAM: 44 1287.5215
1230.4695 44-53 0 - CVFPFIYQGR
Cys_PAM: 44 1301.5483
Cys_CAM:89 - 1136.3561
1079.3041 89-96 0 - CFFPFVYR
Cys_PAM: 89 1150.3829
Cys_CAM: 81 1091.1801
10341281 8088 O - YCAAEDYAK
Cys_PAM: 81 1105.2069
Cys_CAM: 58 980.0425
922, 54- 0 - HYDCT
R 40 Cys_PAM: 58 994.0693 d R
Cys_CAM: 68 924.0590
867.0070 67-73 0 WCSLTEK
Cys_PAM: 68 938.0858
768.8002 74-79 1 YSGKWK
758.8084 61-66 O ADSFYR

96.2% of sequence covered (you may modify the input parameters to display also peptides < 750 Da):

10 20 30 40 50 60
MAPCLGIFLI LVGACIFLQL DHVOGDQQPI ATDHSETRKER DNKCVEPFIY QGROHYDCTR
70 80 90 100 110 120
ADSFYRWCSL TEKYSGEWKY CARAEDYAKCF FPFVYRGRTY HTCTTDGSVL LIPRCSVTPD
130 140 150
YOLHGAWKYC ICEVYLTHGH ECDOAFETQV KKEikksga

L Display the list of masses ] in raw text format to be exported into an extemal application

http://ca.expasy.org/cgi-bin/peptide-mass.pl 4/28/2008



105

Voyager Spec #1= > SM19=>MC[BP = 1301.3, 17731]

100- 1301.57 _1.8E+4

80

1136.32

70+

60
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% Intensity

30~ 297.51

201 111913

127D14s
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2073.39 1,_
0

900 1160 1420 1680 1940 2200
Mass (m/z)
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:%ﬂwa._ 230.

jobim 455
D\ \jobim_0016.dat
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Voyager Spec #1=>SM19= >MC[BP = 1301.3, 17731]

~1773.1

10,
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>
=
W
8
E
= 1 4
eﬂ& 1074
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—d 1181.36 149235
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m%,% 1230.
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jobim 455
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100+ 2164.54
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% Intensity
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Voyager Spec #1=>SM19=>MC[BP = 1301.3, 17731]
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100+
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% Intensity

40
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Voyager Spec #1=>SM19= > MC[BP = 1301.3, 17731]
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APENDICE F

Imagem do gel de poliacrilamida a 12% apoés eletroforese bidimensional, gerada no
programa de andlise de imagem Optiquant. Os numeros indicam as 25 bandas
proteinas no plasma seminal equino que apresentaram diferenca na congelabilidade
do sémen.
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APENDICE G

Amiabio onino a2t www.
"-.” ScienceDirect Theriogenology
Therigeesdegy % CH1T) M5-T71
www fwrcpoarnal con

Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis of equine
seminal plasma proteins and their relation with semen freezability

M.IM. Jobim**, C. Trein®, H. Zirkler", RM. Gregory*, H. Sieme®, R.C. Mattos*
* Deparvmess of Ananal Medicane, Vesrmary Facudry, Federal Universiy of R Crande do Sl Porso Alegre, RS, Beaxd
* Kational Saud Celle, Germany
Recaivad 15 September 2000; secawad i revised foem 1 Aped 20171; accepiad 9 Apal M1

Abstract

The objective was 1o evalzaie profein profiies of equiee seminal plasma wsisg (wo-dmeasional #el deairo-
phoresis (2D-PACE) sad 1o delermine whelher sy of these proleins were relaled 1o semen . Semieal plasma was
:mnulomammm:mnmnq hoesed & the Ste Sind of Lower , and routinely used In

Twenty-2ve profeie spots were identfiad from the two-dimensinasl pel (126€), seves of which were presest |n 2l
wmmmmqmr Mairix-asesisd ey desorpiosioaization mass specmmetry (MALDE
MS) has hesa used o peacrae jon images of sampies in 002 of more mass-lo-Charge (wY) values, providiag the capabdity of
mapping speciic molecules o (wo-dmeasional coordinales of the original sampie. Of the 25 protetas identified, two spots had
greater selative comlel (P < 0.015) in semical plasma sampies colleciad (mm stalioes with high semea freezzbiity: spol 5 (80 -85
kD, Boslacinic poinl [pf] 7.54), idestified 55 CRISP-3; aad spat 45 (182 kDa, pf 5.0-5.2), idealilind as HSP-1
MWHMW(M“WMMMWW“MW@?RM&
P 69-7.4), ideatibed s laciofemi spol 15 (26.7 kDa, pf 5.51), idealifiad a5 kaflkesie; spol 25 (25 ke, pf 7.54), identitied as
CRISP-3; and spat 35 (13.9 kDa, gV 3.8-4.7), Ideatifed 25 HSP-1. Io cosclusion, there were differssces (0 (e semiaal plasma
mmmmma@umm frecxsbility. Furitermore, CRISP-3 aad HSP-2 wer poleatial seming

plasma markers of high ssmen
© 2011 Ebevier lac. All fights reserved.

Eepeords: CRISP 3, HSP 1. HS'2. Lacwfomns; Kalikson, Two-dmenionsd clactmpbonos

* Comapondeyg msther. Tdl: +55 51 JME612]: G 435 51
9N

E-mal addrers: s poburdialge be (MIM. Jobem)

O0AHINS - mox fost cuter © 2001 Fhever Ine. AR nghts rescrved.

dios: 10 1014 Seropanlogy 2011 04 1D

were chancierized duning the lagt two decades. Amann
et al. |2] reporied equine sememal proteins with molec-
ular masses between 13 and 122 kDa; based o SDS-
PAGE, there was a low comelation hetween the pres-
ence of two proteins in the fresh ejpculme and
subsequent postthaw motilety. Brandom et al. [3] de-
tected 14 peoteins by two-dmensional electrophoress.
Some of these protsins were corelated with fertlity of
indivadual smallions 3|

- inal iax which e e s
ity of the otal protess content of seminal plasma were
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273 MM Jobim ot o / Theviopenclagy 78 (2011) 7a5-771

chmmmdbymﬂeul.i‘l These isolatsd pro-

tens, designated = horse semimal plasma proteins
(HSP-1 1o HSP-8), had low molecslar masses (14 10 30
kDa). With exception of HSP-4, all had

propesties. Horse seminal 1 (HSP-1), 2
(HSP-2), and 5 o B (HSP-5 o HSP-8) likewise had
hepanin-binding abilty. and wen assocated with the
sperm surface, indicating 2 potentiad role in feralization
[1]. Horse seminal plasma protesss 1 (HSP.1) and 2
(HSP-2; recently, resamed SP-1 and SP-2, mspectively
|5]) wese the most sbundant protesss @ equane seminal
plasma, accounting for 70% to BO% of the ot pro-
teans. They belong o the sermemal Fn-2 type progeins [6]
and ane equne orthologs 10 $e major bovise heparin-

proteins (HSP). l-lnu:zmnl[!—;nuuﬂ
(HSP-3) = a member of the secostory
protein (CRISP) Gmily [7]. Homse serenal plasma pro-
tean 4 (HSP-4) is related 10 2 calcitomn gene Jike prod-
uct. Homse semanal plasma protein (HSP-5) cannot be
related 10 other knows proteins. Horse seminad plasma
proteins 6 and 8 (HSP-6 and HSP-E) ane oforms of a
protein, which beloags 1o e kallikreindike protesn
family | 1], whensas HSP-7 is the eguine homaolog of the
boar spermadhesin AWN-1 [£].

The contnbution of semisal plasma protins to
freezubality was reporind i males of several
inchading the bull [9-12]. ram [ 13,14}, buffalo [15.16],
and boar |1 7]. However, iformation ca the peotsiss of
equine seminal plasma and their relatson with semen
freezabdity aee =ill lamited. Furthermore, the protesn
profile of equine semanal plasma has not yet been ne-
lsted to semen freemability by two-dimensonal pel
polyacrylamide electrophoresis

The objectives of the present study were 10 2
protein profiles of egeane seminal plasma from stalbons
usad in Al programs from the State Stud of Lower
Sazony, Germany, using two-dimensiomal SDS-PAGE,
and o determane whether these protess peofiles were
related to semen feeerabality.

2. Materials and methods

2. Sample collection and processing

Seminal plasma was cbtmned from 10 Hanoveran
breading sires from the Stale Stod of Lower Saxony.
These sullions bad proven normal fertility and wese
roatinedy used = Al programs. Stallioss wese main-
tmned wnder similar handling and feading conditions.
They were allocated ino two groups acoording o their
historical records for semen freezsbality, high (N = 5)
and low (N = 5), wang data peovaded by the Al Center.

In the Al Center, the minimum stunderd progressive
motility for frozen-thawed semen 10 be consadensd vi-
able was 35%, based om 2 compulenzed sperm asalyz-
aqm&m@mmcm Sal-
lions with high semen freezabulity bad more than 30%
classified =5 low semen freezability had <30% vaable
post-thaw ejaculates.

Two cjaculates were collected by wrtificial vagina
from each stalbon. Afier removing a 2 ml. sample for
expenimental purposes (see section 2.1
mm“ﬁmhmhllﬂ-ﬂhm
In postthaw semen. tugh freezability tallions averaged
630% + 94 , 509 = 78 plsec
smoothed path veloaty, 1102 = Iﬁ?plncttkn-
lnulyl-lm 58 ulsec straight line velocity. For

stalhons,

averages were
31ﬂ*llﬂm\emmlq 212 = B2 pleec
smoothed path veloaity, 63.4 + 193 jisec track veloc-
ity, and 222 = 6.9 ulsec srmght hne velocity. All end
pounes differed sigmficantly between the two groups.
A 20 ml. aliguet of semen was centrifuged at 1500
X g for 15 1 20 min to obtain sesanal plasma The
supersatant seminal plasma was transferred (o cryovials
for sorage in bgad mtrogen and subsequent laboratory
anafyss The same frozen samples wer thawed, recen-
trafuged at 10 000 X g for 60 min = 4 °C. and 50 ul.
were akes from the supersstant and tussfermd ©
cryovials for stormge at -0 “C. Protein concentration
from each sample was assessed ux descnbed | 19), using
bovise serum albuman (1 mp/ml.) as 2 sandard
22. Bectrophoresis
Semimal plesma samples were sabjecied (in duph-
w»wwgm
(ZDPAGE), as desonbeed by O Furel ot &l
|20, and modifhiad by Rodmght ot al. [21]. The sample
soluwtion for separation costuined § molfl. wrea, 12.5
mmolll. lysee, 7 mmoll. sodum dodecyl sulfaie
(SDS) (Sgma Chemical, St Lous, MO, USA), 4%
{volivol) Igepal, and 2% (volvol)
. s (NEPHGED

Non-aquiiboum pH-gradient

was wed for e first dmension in 3.5% polyacryl-
amide whe geds, acconding 1o methods previcusly de-
scribed [22]. A manmeer of ampholites pH 315 w 10
(Amersham Pharmacia Baotech, Uppsala, Sweden) ws
added 10 the isoedecrric focusing twhe pels, 1o creale &
pH gracdient. progein (60 ug) from cach sample was put
1inio ench twbe and cytochrome C (Sipma Chemical, St
Lowiz, MO, USA) was used s the front-resner marker.
The electrofocusing was performed 2t a constant voli-
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age of 800 V for 90 min. Two NEPHGE rod pels wer
mousted as mismor images with the postive ends in the
center, om one 2-D dab gel (12% polyscrylamide). The
standards (Sigma Chemacal) consisted of bovine serum
abamin (66 kDu), ovalbumin (45 kDa), glyceride.
hyde. 3 phosphate dehydrogenase (36 kDa), carboaic
ashydrese (29 kDa), rypssoges (24 kDa), trypsin in-
hibitor (20 kDa), a-lacalbumen (142 kDa), and pm-
tinin (6.5 kDa) that were added 10 the standand vial.

Gels were immersed = (L15% Comassie Brilliam
Blue R-250 (Sigma Chemacal), 53% methanol, 7% ace-
tic acid, and waler, and were stuned overmght The
pels weee destained = 2 mixture of 53% methancl, 7%
acetic acxd, and water, with 2 misimem of five solution
changes per gel.

24. Gel drying

Destmned pels were equilibrated (for 2 B) in 2 mix-
ture of S0% methanol, 1% glycerol, and water, en
placed between two cellophase sheets until dry.

After drying, gels were scanned (Hewlet Packard
6100C scusner, S30 Paulo, SP, Braril) and amalyred
(Saftware Optiquant Acquisition £ Analysis V. 00.00,
Perkinldmer, Waltham, MA, USA) 1o determane the
relutive protein content of the spots (expressed in pix-
eks). The software oreated 2 histogram of all peeels in
the image, defining the distnbuson of the paels a5 o
function of the imensity. The hitogmum then deter-
mined the color or leved of gray used 1o deplay each
pixel in the mmage. The relative protesn contest of the

spots was expressed 25 relaive perceatape, consdering
Im&uﬂdhm(-puk)'ﬂ-lm
area (constant for all pels). Fach protsin spot was @
percentage of the total. A embering system was ap-
pliad 10 seaga cach spot and the duta wer used o
prepare & map of the proteins presest. To match the
asglyred protein spots and specific spots o eguine
seminal plasma, the approximate molecular weaght and
isoelectnc poine (pf) were wsed.

2.4 Suatistical anafysis

Data were analyzed using ANOVA, with P < 0.05
regarded as mgnificant. The effects of semen froez-
10 thew semen freezability. The madom effect of the
stalbons wus tested within freezabality group. The
loganithm of the redative protein conlent was used s

nied oul using the General Linear Model
(Swtistical Asalysis System Version 9.2, SAS Insti-
tute, Cary, NC, USA)

27 Protein identificats

The identification of some prote=in spots of interest
from 2-D pels was obtained by mass spectromesry. Gelds
spots were transferred o0 clean tubes, water was added
0 completedy hydrute gels, and the plastic costing -
moved with clean forceps. Ged spots wese peepared for
digestion by washng twice with 100 ul. 0.05 moll.
Tas (pH 85) and 30% acetonstrle for 20 min (with
shaking), thes wath 100% acetomitrile for 1 0 2 min
The gel paeces wese dried for 30 man in 2 Speed-Vac
concentrtor (Thermo, Georgia, GA, USA).

Gels were dipesind by adding 0.06 ug modified
trypsin (sequencing grade, Roche Molecular Bsochem-
icals, Inchanapolis, IN, USA) in 13 10 15 ul 0.025
mall. Tas, pH £5. The tubes were placed @ 2 hesting
block & 32 °C and lefi overnight Peptides were ex-
tracted with 2 x 50 ul. 50% scetoaitrile, 2% tnfiuo-
roacessc acud (TFAY, the combened extracts wess dried
and resuspended in matrix solution. The latter was
prepared by making a 10 mg/ml. soluson of 4-bydroxy-
a-cyanccinmamic acid in 50% scetomimile. 0.1% TFA
and addsg two internal standards, angiotessin and ad-
renocortacotropic hormone (ACTH) 7-38 peptide.

The dred digest was dissolved in 3 ul. matnw/
stundurd sobutson snd (05 ul. was spotied onto 2 sample
plate. When the spot was completely dry. it was wished
twace with water. Then, MALDI mass spectrometry
analyss wis performed on the digest wang an Appliad
Biosystems (Foster Gity, CA, USA) Voyager DE Pro
mass spectometes in laear mode.

masses were enlered into search programs to
search the NCBI and/or GenlPepet databases for 2 protesn
match. Progmams used wene Prolound (httpofivsites.
ush._helchep/paginicaans'profiound htm) and MS-Fit (hitpd!
prospector sod sdu/prospecton’cgs-bes'msform.cp Norm =
meditstandard).

3. Resulls

The demribution of equine semingl plasma protesns
is shown (Fag. 1) Image amalysis software idestafied 25
protsn spots on the air-dned ped However, six ejacy-
freczabality, respectively), contmsed all 25 protessn
spos. No sgnificant dfferences in relative coatest
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& PG - Tabde 1
e costert (%) of polypeptcs  sovanal plama from 10 stalloee.
i . Eamtts Proten MWhik »l  Mem ¢ SD protas costent (90
- 0 7275 004 = 0.010
® - s e IM 00% = 000
T T54 69-T4 0449 = 00ex
9 5-7 5055 012 =003
§ n e 4330 0137 = 0089
13 »naT 49-32 0Me = 00sT
- ] »7 5 0.6 = 0039
8 17 X7 5053 008§ = 002
<n 1] B SDsS 0.4, = 0057
n BnXx 5458 00 = 004
B o S 4 7375 0363 = 0080
pal pa T 0345 = 0098
m W18 5033 0244 = 0003
+ » 14135 4444 01T =00
n 1415 4144 02 = 0Mms
B 1214 31942 0353 = 0
n 139 142 0144 = 003T
G m 1314 kPSS 2195 = 0031
Mwﬁrr r » 1.3 4243 0090 = 003
stz with Cocrmmmae bse The . e h’hd - = e .
aow e , 48 113 31134 0188 = n.00f
tam of the soscquithenicd pil gradies fram bmoc ond © 182 5032 oO0s - 004
G&)addl—)ihhh‘._ﬁ—-uh a w12 055 0364 = DDET
It dwwn the dractics of the molocular & 1012 SE4L2 0184 = D83
dp_'uﬂi_i -‘h_ € 011 Ldil o115 « 002
were detected for each protesan spot in the samples from , : ;
the i Two sposs had higher ndative comtent in seminal

Of the 15 proteins, five spots were sol peesest i the
epculates of low stalbons: spots 13 (25-27
kDa), 17 (26-27 kDa), 29 (14-15 kDo), £ (11-13
kDa), and 45 (182 kDa). Only spot 13 (25-27 kDa)
was not present i the cjacelates of one bagh freerabil -
ity stallion. The molecslar weaght, isoeletric poant, and
relative protein content (%) of these 25 polypeptides
ase shown (Table 1).

Six proteins in this study bad quanteative difference
between sjmculates from stallions of low vessus high
semen freezabdity: spots 5 (B0-85 kDa, pf 754), 7
(754 kD, pl 832), 1S Q6.7 kDa, p/ 5.51), 25 (25 kDa,

pl 754), 35 (139 kDa, pf K 14), and 45 (182 kDa, p/

50-5.2. The miative protein contert (%) of these
polypeptides is shows (Table 21

Spots §, 7, 15, 25, and 35 presested relative protesn
coalent means withia two SD for all stalbons. Spot 45
was ahsent in sesanml plasma samples of only ose
stallion with low semen freezabily. Nevertheless,
when preseat, ® refative profein conlent means wer
also within two SI). Nose of the other protein spos
detected = this stady had sigmficant differences in
relaive protein coalent related 1o semen freezsbdity.

men freezability: spot S (B0 -85 kDa, pf 7.54) sdentified
a5 CRISP-3, and spot 45 (182 kDa, p/ 5.0-5.2) iden-
tified as HSP-2. Coaversely, spot 7 (754 kD, p/ 6.9 -
74) identified as hactoferna, spot 15 (26.7 kDa, pf 551)
identified as kallikrein, spot 25 (25 kDa, pf 7.54) iden-
tified as CRISP-3, and spot 35 (139 kDa, p/ 3.84.2)
identified as HSP-1, had lgher relative protein content
in seming plasma samples fom stalboss with low

semen freezabdity (Fg. 1).
4. Discussion

Tweaty-five protein spoes with variable relagve pro-
iem content and molecular wes g from 100

ES kDa and p/ from 312 1o 7.54 wer detecied in
sir-dned pels. However, sone of these spots had sig-
if gy i

Protsin S, molecular weight 80 1o 85 kD, p/ 7.54,
and protein 25, molecular weight 25 kDa, pf 7.54 were
identified as CRISP-3. Protein spot 5 had higher rela-
tive protsin contest in samples from stalboss in the
high frezability group, whereas protein spot 25 had
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Table 2

Mas = 5D slatre proten coment (%) of polypepicder 12 agane somasal plures with low woas hugh sames frocxbabty.

Frocrabdey N Proten spon B

3 7 n 33 “©
Low 005 = 0010 0475 + 0053 017 = 0031 0275 + DO 0155 = QUES 0090 = NS
High 0042 = 081 042 = 0.108 21 = 0B 02 = 0.0 0.134 = Q7 0ME = 00

For each protas spot, taore wan & differance (17 < OUI5) botwoss salioes with low vorsn bigh vomen facbuliy.

from sallioas with low

Cystean-nch semamal plasma proein 3 (CRISP-3) =
present in large amounts in the seminal plasma of
stallions. This protein is expressed in the epuhidyms
and throaghowt the rest of the eguine gental ract, with
the highest expresson = the ampulla [7]. Based ca the
high expression of CRISP-3, we infermd $at it may
have an imporant feaction in eguine repeoduction.
Cystean-nch seminal plesma peoisin 3 may contribule
10 the fenctions of seminal plasma in the female pemital
tract, alhough the role of CRISP protesss in equise
feralization awwts further investigation [1]. The CRISP

significantly higher relative peotsia conient in samples
freezability.

equine male penital tract |1 which sgmes with the
present ressles.

Hamasn et al. [23] identified 52 new CRISP-3 poly-
morphic stes in Hanoverian stallions. There wese main
diffeences between penotypes for the CRISP3
¢ +622G> A single suckeotide polymorphism (SNP),
whach led 0 an amino acd exchange from glutamase to
Iysine at positica 208 of the CRISP-3 protein. Perhaps
3 noscomservative exchange from glutamec acd to
lysine in the region of the equne CRISP-3 protein
might indeed alier its peroleas-protesn banding propes-
ties, which could ssbsequendy affect male fertility. It

can he hypothesized that e polymorphism within the
equine CRISP.3 gene may affect the funciion of the

protein.

Protein spot 7 (75.4 kDa, pf 6.9-7.4) was identified
as lactofernin. Lactoferrin is an ima-binding protesin
with 2 molecular mass of B0 kD [24,25). 'ﬂ:[hynn-
logical role of semenal lactoferrin remains snclear. Lac-
tofernn is known © be secreted by the epididymas, but
not by the testss or vas efferens in sallioas [26]. Trans-
ferrin (TF) whach serves as 2 magpor iros-bending protesn
in serum, = also ksowa 10 be present = seminal
plasma, with its origin in Serioli cells [27,28]. Lacio-
ferrin and wussfernia are homologous [25). Buckett o
al [29] reported mcreased lactofemrin concentration in
semen samples showing olipospermia and olipoasthe-

nospermia compared with nommospermic samples in
humans [29]. In humans and bulls, absormal levels of
transfemin i semanal plasma have been associaled with
tesscular dysfunction and redeced fertdlity [301. Con-
sidering its incressed comcentration in human semen

samples showing oligospermia and oligoasthesceper-

higher
ical functsons of this protess in the honse may be similar
10 those reported for bumans.

Protein 35, molecular weight 139 kDa, p/ 181042
was ideatified as HSP- 1, whenas protesn 45, molecalar
weight 182 kDa, pf 5.0 10 5.2, was adentified ws HSP-2
Spot 35 (HSP-1) had sigaaficusdly higher relative pro-
tean content = samples from stallions in the low freez-
ahilzty group. Conversely, spot 45 (HSP-2) had signif-
icantly higher relstive protein content in samples from
stalbons with high freezzbdiity. Hone semumal plasma
proteans | and 2 (HSP-1 and HSP-2), two BSP protesn
homologs from the equise sememal plasma, have been
purified [6,30{, and have hepann,
and pelasn binding propertaes [6.50]. ANl members of
this famaly of contain type Il domasns tha
seem (o be responsible for these binding properties;
their pnmary structure have 50% © 65% sequence
similarity [6,31-34]

Hosse semimal plasma protsn 2 (HSP-2), with
preater conteat in stallions with high freezability, was
mwﬂhb&audllllv‘bh—dnm
spot with 15 1o 16 kDa, pf 4.7 10 5.2, wath sigaaficasdly
higher refative peoleia content in samples from bulls in
the hagh freezaibiiny proup. This protein was smmano-
identified as bovine semimal plasma proteins (BSP)
AVAZ [35]. The BSP AVA2 provaded bester prolection
for sperm membrune properties semen freezing
procedures [11]. Receadly, Manjumath et al. [12] re-
ported that egg yolk and milk caseins [10], which we
also widely wsed 0 preserve semen, protect sperm
fencions by prevesting major protesns of ball seminal
plasma (BSP) proteins from binding 1o sperm, thereby
preventing BSP protess-madisted stimulation of hped
loss from the sperm membrane. This imeraction ap-
pessed 0 sholish the detrimental effect of BSP proteans
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on the sperm membrane. As in the case of egg yolk,
skimmed milk preverged binding of BSP proteins
10 sperm and mduced sperm lipid loss, while mmntain-
ing sperm motlity and wiabilty during somge
Wheseas sperm peolection by egp yolk mvolved se-
questration of BSP progeins by low-dessity lipoproteins
(1LDLs) preseat in egp yolk (i.e., BSP protess-lipopm-
e imeracoon), the protection afforded by skammed
nkﬁuummm-dlp&uw
lsns; in contrast, e casesn micelles present in
muwwmmm
mhyﬂk-ylndnlm

in) ieracson [10]. Perchaps the
wwdﬂ!u:ﬂﬂmuw
in samples from stalhions with high freezatulity semen,
had the same effect as BSP AVA2 shove mentioned.

Whereas HSP-2 peoteiss detected in thes study had
grealer refative peoisin content in stallions with high
freezsbdity semen, HSP-1 had grester melative protesn
conlent in samples of stallions with low feezability
semen. The two peoleiss we members of the same
family, bat HSP-1 protein has o diffensst degree of
glycosylation. Calvese et al. |6] reported that aggrega-
tion and'or degree of glycosylation of HSP-1 influenced
heparin binding; s property may isfluence other
functions of the protean.

The protein spot 15 (26.7 kDa, pf 5.51), which had
greater relative peolein content in samples from sl
lions in the low freezabilty group, was identafied =
kallikmeanl. Prostate-specific kallikrein, 2 member of
ered in semen and wis e most useful serum marker
for prostate cancer chagnosas and peognosis [36]. The
mmpﬁdhmmﬂph—

sequence homology with human pros-
tate specific antsgen (PSA) [37]. Sallion prostate se-
oeted kallikrein (HPK) appeased 0 represent the
squine counterpant of human PSA. Sallon prostate-
secreied kallikrein was parified from a2
active stallion and it has been reported thae the level of
PSA miINA expression was increased by androgens
[3%]. The amino acd sequence of kalikresn had the
highest (58% w &%) leved of similanty with heman
PSA, rhesus moskey PSA, and bumas prostse kal-
likrein (hK2) [37).

Kallikrein | (KLK1), 2 key componest of the kal-
likrein-kinin sysiem, ongisstes from 2 locus on the
long arm of chromosome 19 that costains several re-
lwted serise endopeptiduses. The twological role of
these kallikrein-relsted peptidases is not clear, but

emerging evadence suggests that they mighe be impor-

tant in severd physological systems, e g, male repro-
duction, skan homeostasis, looth erame! formation, and
neural development and plastacity [ 3] Phylogenetic
anglyss also revealed 3 kallikrein-relaled  peptidase
pene expressed in the horse prostale, coasidered 10 be
equine PSA |40, was more closely related 10 K1LK]
than to KLK3 [40]. Thes, it was not the aguise KLKY

PSA, but 2 paralog [39].
The other s analyzed in equne seminal
plasma did not bave = varation

B0 Sem-

nal plasma sumples from high and low semen freez-
abilzy stallions. However, results obtained in this study
should be interpresed with castson, because bound pro-
temns, which could have been mflsenced by sperm con-
cenrtion, were nol consdered.

In concluson, there were significant differences in
CRISP-3 and HSP-2 were potensal semasal plasma
markers of high semen freezabulity.
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