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RESUMO GERAL
O conhecimento dos componentes do plasma seminal, a partir da identificacdo de
marcadores moleculares proteicos, pode representar uma alternativa para avaliacdo do
desempenho reprodutivo dos animais. De modo a auxiliar na analise da qualidade
seminal ou de criopreservacdo, associado a possibilidade dessas estruturas moleculares
serem classificadas e consideradas como biomarcadores. Portanto, o objetivo deste
estudo foi descrever o procedimento de exames andrologicos em carneiros Santa Inés,
relaciona-los a qualidade do sémen mediante a criopreservacao e descongelamento, e
tracar o perfil protedmico do sémen e identificar possiveis biomarcadores de fertilidade
nesta raga. Cinco reprodutores da raga Santa Inés, com faixa etaria de dois a seis anos,
com peso médio de 50 kg foram submetidos a 3 coletas de sémen através de vagina
artificial. Cada amostra de sémen foi destinada a criopreservacao e a separagao do
plasma. O sémen utilizado para criopreservacao sofreu afericdes de vigor, motilidade,
volume e concentracdo, quando ainda fresco, apés a diluicdao, e ap6s o congelamento,
nos tempos: 0 minutos; 5 minutos e 24h. O plasma seminal centrifugado foi direcionado
a quantificacdo de proteinas totais pelo método de Bradford, submetendo o material a
Eletroforese Bidimensional (2DE). Os géis obtidos foram escameados e comparados
através do Software ImageMaster 2D Platinum 7.0, buscando quantificar e identificar os
spot’s presentes. A andlise estatistica foi feita por meio do teste F de Tukey, adaptado
por Bonferroni para os valores de vigor e motilidade do sémen. Nao houve diferenca
estatistica (P>0,05) na motilidade do sémen. No entanto, para o vigor espermatico
(P<0,05), no tempo de 24h pés descongelamento, houve diferenca estatistica entre os
animais, com variagoes durante o tempo analisado. A notavel viabilidade pos-
congelamento do sémen dos animais estudados, deve ocorrer em virtude das taxas
proteicas no plasma seminal, como caracteristica individual dos animais, apresentando
taxas maiores de proteinas protetoras da membrana espermatica contra danos oxidativos
e térmicos. Contudo, analises mais especificas podem ser realizadas posteriormente para
identificacdo das proteinas observadas, conforme a Massa Molecular (MW) e ponto

Isoelétrico (pI) destacadas nos géis bidimensionais das amostras analisadas.

Palavras-chave: Protedmica; ovino; sémen; congelacdo do sémen



GENERAL ABSTRACT

The knowledge of the components of the seminal plasma, from the identification of
protein molecular markers can represent an alternative for the evaluation of the
reproductive performance of the animals. In order to assist in the analysis of seminal
quality or cryopreservation, associated with the possibility of these molecular structures
being classified and considered as biomarkers. Therefore, the objective of this study was
to describe the procedure of andrological examinations in Santa Inés rams, to relate
them to the quality of the semen through cryopreservation and thawing, and to trace the
proteomic profile of the semen and identify possible biomarkers of fertility in this
breed. Five Santa Inés bulls, aged between two and four years, with an average weight
of 50 kg were submitted to semen collection through an artificial vagina. Each semen
sample was destined for cryopreservation and plasma separation. The semen used for
cryopreservation underwent vigor, motility, volume and concentration measurements,
when still fresh, after dilution, and after freezing, at the following times: 0 minutes; 5
minutes and 24 hours. The centrifuged seminal plasma was directed to the
quantification of total proteins by the Bradford method, submitting the material to Two-
Dimensional Electrophoresis (2DE). The obtained gels were scaled and compared using
the ImageMaster 2D Platinum 7.0 Software, seeking to quantify and identify the spots
present. Statistical analysis was performed using Tukey's F test, adapted by Bonferroni
for the values of semen vigor and motility. There was no statistical difference (P>0.05)
in semen motility. However, for spermatic vigor (P<0.05), in the time of 24h, there was
a statistical difference between the animals, with variations during the analyzed time.
The remarkable post-freezing viability of the semen of the studied animals must occur
due to the protein levels in the seminal plasma, as an individual characteristic of the
animals, presenting higher rates of protective proteins of the sperm membrane against
oxidative and thermal damage. However, more specific analyzes can be performed later
to identify the proteins observed, according to the Molecular Weight (MW) and
Isoelectric point (Ip) highlighted in the two-dimensional gels of the analyzed samples.

Keywords: Proteomics; ram; spermatozoids; frozen sperm



CONSIDERACOES GERAIS

A ovinocultura é uma atividade importante da pecuaria industrial moderna, na
qual os pequenos ruminantes podem prover carne, 13, pele e leite para a sociedade. No
entanto, o rapido desenvolvimento da agropecudria moderna intensificada gera a
necessidade por métodos de manejo reprodutivos mais eficientes. Incluindo, diluentes
seminais que possam melhorar a qualidade espermatica, e mais recentemente, a busca
pelo melhores resultados e informagoes por meio da prote6mica do plasma seminal.

A criopreservacdo do sémen permite que o material genético de alta qualidade
seja preservado por longo periodo, contribua para a adocdo de programas de
melhoramento genético. Portanto, a identificacdo de possiveis proteinas relacionadas a
criopreservacao do sémen ovino mostra-se indispensavel.

Diversos estudos descrevem os componentes proteicos do plasma seminal como
como vitais para a funcionalidade, taxa de sobrevivéncia a congelacdo, entre outros
fatores. No entanto, pouco se sabe sobre a protedmica do plasma seminal ovino, apesar
dos diversos estudos realizados e dos esforcos, pois ha uma grande variedade individual
pelos reprodutores nas taxas de cada composto proteico e essas micro alteracoes sdo
ponto chave na capacidade do sémen de obter taxas reprodutivas melhores.

A adogdo da protéomica proporcionara do ponto de vista econdomico, diminuigao
dos riscos e gastos com aquisicao de reprodutores que apresentam sémen de baixa
capacidade de congelabilidade e a disponibilidade de um sémen congelado de alta
qualidade proporcionando um relevante impulso a adoc¢do das biotécnicas reprodutivas.

Diante da importancia da eficiéncia reprodutiva, estudos relacionados ao
conhecimento das proteinas presentes no plasma seminal sao importantes para conhecer
a presenca e fungdes de proteinas e, consequentemente, as atuacoes na fertilidade dos
reprodutores. Nisto, o uso das biotecnologias avancadas como a técnica de eletroforese
bidimensional de proteinas em gel de poliacrilamida (2D-PAGE), associada a
espectrometria de massa, pode proporcionar a identificacdo e caracterizacdo das
proteinas com resultados interessantes e promissores para a reproducdo animal.

O conhecimento sobre a protedmica do plasma seminal de ovinos pode levar ao
desenvolvimento de métodos, e identificacdo de biomarcadores que propiciem uma
melhor predicdo da capacidade fertilizantes de animais mantidos em sistemas de criacao

diversos.



Portanto, este trabalho visa avaliar a biotécnica da criopreservacdo do sémen e
seu efeito sobre a qualidade, tais como vigor, motilidade e concentracdo espermatica,
como também sobre o perfil proteico do sémen pés congelacao de ovinos Santa Inés.

O tema abordado neste estudo, foi elaborado e sera apresentado em dois
capitulos. O capitulo 1, intitulado como referencial teérico, compreende temas
relacionados a raca ovina e suas caracteristicas reprodutivas, com o perfil bioquimico do
material de estudo, o plasma seminal. Ainda nesta se¢do, informacoes sobre protedmica
e a sua relacdo com a reproducao serdao apresentadas. No capitulo 2, serdo apresentados
os resultados quanto a qualidade seminal de reprodutores Santa Inés e a presenca de
proteinas no plasma seminal, com a possibilidade de serem identificagdas e
classificadas para atuarem como biomarcadores. A identificacdo e caracterizacdo de
proteinas envolvidas nestes processos seriam de grande importancia para maior

compreensao dos mecanismos reprodutivos
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1. Importancia da espécie ovina

Os ovinos foram uma das primeiras espécies domesticadas pela humanidade
(BAIRD et al., 2018), servindo primariamente como fonte de alimento (WEYRICH et
al., 2017) e foram animais que interferiram na cultura humana némade, criando grupos
pastoralistas (ZHAO et al., 2017).

A producdo de pequenos ruminantes tem um significativo impacto
socioecondomico em todo o mundo. Tradicionalmente, os pequenos ruminantes sao
criados em sistemas de pastoreio onde as terras mais produtivas sdao usadas para
alimentar vacas e secundariamente os ovinos (SIMOES et al., 2021).

No Brasil, o rebanho ovino é constituido por aproximadamente 20,6 milhdes de
cabecas, um rebanho efetivo que no ano de 2020 sofreu aumento de 3,3% em relacdo a
2019 (IBGE, 2020). Dentre todos os ovinos presentes no Brasil, 70,6% estdo presentes
no Nordeste, principalmente nos estados da Bahia e Pernambuco (IBGE, 2020).

A produgdo ovina no nordeste brasileiro é voltada para a producdo de carne e
couro, utilizando racas ndo lanadas (IBGE, 2020) e estes produtos, por sua vez, S0 sao
adquiridos uma vez a cada animal produzido, elevando muito a importancia de manejo
reprodutivo adequado que influencie ao maximo em aumentar a frequéncia de partos,
com insercao de novos animais no rebanho constantemente.

O manejo genético, reprodutivo e o controle zootécnico sdao essenciais para
maximizar a producdo, utilizando ao maximo recursos como inseminacao, selecao de
animais com maior potencial para reproducéo sdo recursos importantes a se utilizar. E
possivel também utilizar a sincronizacao de estro com estacdao de monta planejada ou
inseminacdo artificial com uso do efeito macho (HABEEB & KUTZLER, 2021),

visando obter maior frequéncia de partos e maior rotatividade no rebanho.

2. Caracteristicas reprodutivas da espécie

Os animais com aproximadamente 6 meses de idade entram na fase pubertaria,
em que ha liberacdo de GRH pelo hipotdlamo, estimulando a hipoéfise anterior a
produzir hormonio luteinizante e hormonio foliculo estimulante, os quais atuam nas
células de Leydig produzam testosterona, que estimula a producdo espermatica e o
desenvolvimento fisico do animal (HOUGH et al., 2019).

Os animais jovens, porém, aptos a reproducdo ndo sdo utilizados para
reproducdo até atingirem sua maturidade sexual completa, pois ha menores taxas de

concentracdo espermatica em animais imaturos. Acredita-se que quando os animais
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atingem aproximadamente 70% do peso final adulto eles podem ser inseridos na
reproducao (GRANADOS et al., 2006).

Ovinos sdo animais poliéstricos estacionais (ORTAVANT et al.,, 1988;
HABEEB & KUTZLER, 2021), sendo que a sazonalidade ocorre em virtude da
incidéncia solar, pois a mesma faz com que os animais produzam melatonina em
padrdes diferentes de acordo com a estacdo do ano, esses padrdes causam feedback
negativo na secrecao de GRH pelo hipotalamo, reduzindo a atividade sexual (HABEEB
& KUTZLER, 2021). Vale salientar também que racas de origem africana ndo possuem
tanto efeito sazonal em seus ciclos estrais e taxas de producdo espermatica quanto

animais de racas europeias (GRANADOS et al., 2006).

3. Plasma seminal e suas caracteristicas proteicas

O plasma seminal é um fluido composto por uma mistura complexa, que contém
diferentes macromoléculas provenientes do epididimo e glandulas sexuais acessoérias
com a funcdo de manter a viabilidade dos espermatozoides (CODOGNOTO et al.,
2018). Durante a ejaculacdo, os espermatozoides ganham mais mobilidade,
gradualmente conforme estdo em contato e se misturando com o plasma seminal (PAUL
et al., 2018).

Possui funcdes de modulacao da fun¢do dos espermatozoides e do trato feminino
através do fornecimento de fatores de sinalizacao e glicoproteinas com propriedades de
ligacdo do esperma, sendo que a auséncia desse conjunto de secrecOes reduz
significativamente a fertilidade do esperma (LEAHY et al., 2019).

As proteinas do plasma seminal possuem diversas funcoes, sendo elas: Proteinas
envolvidas na protecdo espermatica, na mobilidade espermatica; capacitacao;
fertilizacdo e as responsaveis pela reacao do acrossoma (MOURA et al., 2018).

Diversos constituintes do plasma seminal sdo estudados quanto as suas fungoes,
uma vez que diferentes espécies e racas comumente apresentam diferentes composicoes
do plasma seminal. Um exemplo de proteina de suma importancia no plasma seminal é
a espermadesina. Em carneiros da raca Texel, Condessa et al. (2018) observaram que
essa proteina possui alta capacidade de absorcdo de calor e neutralizacao de pH,
aumentando consideravelmente a viabilidade do esperma no trato genital da fémea, pois
reduz o estresse que os espermatozoides receberiam pelo calor e pH baixos.

A cisteina e a glutationa sdo algumas das tinicas proteinas capazes de penetrar a

membrana celular facilmente, sendo a cisteina conhecida por melhorar a motilidade e
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morfologia de sémen descongelado, além de auxiliar a manter viabilidade, estrutura da
cromatina e integridade da membrana (COYAN et al., 2011).

A maioria dos estudos voltados a protedmica buscam conhecer melhor a fungao
de cada proteina e demonstram que as proteinas no plasma seminal alteram a
capacidade de congelamento e criopreservacao do sémen. Em virtude das diferencas
proteicas entre espécies e racas, estabelecer um método de criopreservacao eficiente se
torna dificil, apesar da utilizacdo de crioprotetores para aumentar a taxa de
sobrevivéncia espermatica (LV et al., 2019).

Existem variac¢Oes individuais significativas entre o esperma de machos ovinos
da mesma raca que alteravam a taxa de sobrevivéncia espermatica ao congelamento
(RICKARD et al., 2016). Os mesmos autores também verificaram que o plasma seminal
de alta resiliéncia, proveniente de animais com maiores taxas de sobrevivéncia
espermatica afetam positivamente o congelamento, tanto em espermatozoides de alta
resiliéncia quanto de baixa resiliéncia, demonstrando que a composicao do plasma
seminal é diretamente relacionada com a capacidade de congelamento e
criopreservacao.

Estudos para descrever os componentes do plasma seminal sdo vitais para
construir bibliotecas de dados com informacdes de cada um dos compostos do plasma
seminal. Mais de 4.000 proteinas ja foram identificadas no plasma seminal humano, no

entanto, estipula-se que podem ter até 10.000 proteinas (GILANY et al., 2014).

5. Qualidade do sémen criopreservado

A criopreservacao de sémen é uma tecnologia essencial na manutencdo de
recursos genéticos e possibilita a utilizacdo da inseminagdo artificial com maior
facilidade e tem sido aplicada na pecuadria diaria, especialmente em bovinos (LV et al.,
2018).

Criopreservar sémen, apesar de til e benéfico as tecnologias reprodutivas, causa
danos significativos aos espermatozoides por estresse osmotico, desidratacdo celular e
formacdo de cristais de gelo no interior celular (GRAHAM & PARKS, 1992). Ao
congelar e descongelar o sémen, os fosfolipidios da membrana dos espermatozoides
também sofrem alteracdes (FANG et al., 2016).

Sdo realizadas diluicbes no sémen, utilizando crioprotetor, estabilizante,
acucares, sais, acidos e antibioticos. No intuito de reduzir os danos causados pela

criopreservacdo aos espermatozoides e aumentar a quantidade de doses por ejaculado,
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sao utilizados diluentes de diversos tipos, como Egg & Yolk sendo o mais comum,
associado com antibidticos, diluentes a base de 6leos vegetais, agua de coco, lecitina de
soja, entre outros tem sido empregado em pequenos ruminantes para obter menores
danos aos espermatozoides (CAMARA et al., 2018).

Ap6s a diluicdo, o sémen é refrigerado a temperatura de 0 a 5 °C, sendo este um
periodo de adaptacdo em que os espermatozoides reduzem seu metabolismo. Apds o
resfriamento, as doses podem ser congeladas a -120 °C, e armazenadas em nitrogénio
liquido a -196 °C (NRC, 2007).

O congelamento, no entanto, é danoso aos espermatozoides, mesmo com
utilizacdao de diluentes e outros componentes. Em virtude disto, além da utilizacdo de
diluentes, tem sido observado que componentes do plasma seminal também contribuem
na reducdo e/ou aumento nos danos causados pelo congelamento (LEDESMA et al.,
2017; LV et al.,, 2018). Foram verificados spots proteicos do plasma seminal de
carneiros da raca Santa Inés apresentando correlacdo positiva com a integridade da
membrana plasmatica de espermatozoides criopreservados, por terem funcdo auxiliar na
estabilidade da membrana, melhorando a viabilidade de espermatozoides
criopreservados (MOURA et al., 2010).

Apesar dos esforcos em identificar proteinas especificas que auxiliem em
maiores taxas de sobrevivéncia espermatica e menores danos na criopreservacao (LV et
al., 2018; PINI et al.,, 2018), a variacao individual no plasma seminal causa muita

variacdo na capacidade do ejaculado em ser criopreservado (RICKARD et al., 2016).

6. Proteomica do sémen ovino

Proteoma € o conjunto de proteinas que sdo expressas por uma célula, tecido ou
organismo. A analise proteOmica serve para identificar e caracterizar moléculas
endogenas ou exogenas, segregando-as das demais e analisando sua estrutura, tamanho,
peso molecular, entre outros fatores e ela consiste no estudo do proteoma, utilizando
técnicas de separacdo e identificacdo, tais como eletroforese, cromatografia e
espectrometria de massas.

Em carneiros, a andlise do plasma seminal por eletroforese associada a
espectrometria de massas permitiu a identificacdo de mais de 700 proteinas seminais,
incluindo uma alta abundancia de proteinas, tais como esperadissimas (bodhesin2),
‘Binder of Sperm” (BSP1, BSP5, SPADH1, SPADH2) e lactoferrina
(SOLEILHAVOUP et al., 2014).
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A andlise protedmica é dividida em identificagdo das proteinas expressas,
identificacdo das alteracdes de nivel de expressdo dessas proteinas, conjuntos de
identificacdo funcionais de proteinas, que sdo grupos de proteinas localizadas no mesmo
sitio celular e por fim a identificacdo de proteinas que formam organelas, visando

mapear as caracteristicas das mesmas (VISPO, 2004).

7. Eletroforese bidimensional

A técnica de eletroforese é baseada na aplicacdo de uma corrente elétrica
continua que estimula a migracdo de ions submetidos a corrente elétrica, em que
moléculas com carga positiva migram para o polo negativo, e moléculas com carga
negativa migram para o polo positivo.

A eletroforese em gel acrilamida é conhecida como SDS-PAGE, que possui o
fracionamento protéico pelas cargas elétricas (PAGE) e a desnaturacdo das mesmas com
uso do SDS (dodecil sulfato de sédio). O gel de poliacrilamida pode ser usado de forma
a nivelar faixas de peso molecular, quanto maior a concentracdo de acrilamida no gel,
menores serdo 0s poros e portanto, permitindo a passagem de proteinas menores
(NAOUM, 2012).

O SDS interage com os as cadeias peptidicas, promovendo a desnaturacao das
proteinas, fazendo com que as mesmas desenvolvam carga negativa e sejam atraidas ao
polo positivo (OLIVEIRA et al., 2015). A técnica de eletroforese SDS-PAGE é a que
apresenta melhores resultados, pela visualizagdo de proteinas, mesmo que em niveis
baixos, provendo informacdes sobre tamanho e nimero de unidades (OLIVEIRA et al.,

2015).
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Resumo: A ovinocaprinocultura é um dos pilares da agricultura nordestina e é
dependente de bons manejos reprodutivos e sanitarios para se manter viavel. O objetivo
deste trabalho foi identificar e caracterizar o perfil protéico do plasma seminal ovino por
meio de eletroforese bidimensional em géis de poliacrilamida (2D-PAGE) e verificar se
alguma dessas proteinas esta relacionada com a congelabilidade do sémen, podendo ser
utilizadas como marcadores para essa caracteristica. Foram utilizados os ejaculados de
cinco reprodutores da raca Santa Inés, animais adaptados ao clima do semiarido
brasileiro, nos quais foram realizadas avaliacdes espermaticas, em que os plasmas
seminais obtidos por centrifugacdo foram submetidos 2D-PAGE em gel a 12% de
poliacrilamida. Foram avaliados trés géis de ejaculados diferentes no mesmo animal,
onde foram identificados spots, considerando todos os animais analisados. Destes,
foram realizados match entre os géis do mesmo animal para identificar possiveis
proteinas. O software de analise de imagem identificou manchas de proteina, com peso
molecular variando de 10 a 75 kDa e pI 3 a 8. As possiveis identificacdes destas
proteinas sugerem que as mesmas desempenham diversas fun¢des como, protecao da
membrana espermatica, protecdo dos efeitos toxicos e capacitagdo espermatica.
Conclui-se que ha a possibilidade das proteinas encontradas serem biomarcadores na
area de protedmica e possuem correlacdo positiva com a congelabilidade de semen da
raca Santa Inés.

Palavras-chave: Criopreservacao; Eletroforese; Protedmica; Sémen.
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Abstract: Sheep and goat farming is one of the pillars of northeastern agriculture and is
dependent on good reproductive and sanitary management to remain viable. The
objective of this work was to identify and characterize the protein profile of ovine
seminal plasma by means of two-dimensional electrophoresis in polyacrylamide gels
(2D-PAGE) and to verify if any of these proteins is related to the freezeability of semen,
which can be used as markers for this feature. The ejaculates of five Santa Inés
breeders, animals adapted to the Brazilian semi-arid climate, were used, in which sperm
evaluations were performed, in which the seminal plasmas obtained by centrifugation
were submitted to 2D-PAGE in 12% polyacrylamide gel. Three different ejaculate gels
were evaluated in the same animal, where spots were identified, considering all the
analyzed animals. Of these, a match was performed between the gels of the same animal
to identify possible proteins. The image analysis software identified protein spots, with
molecular weight ranging from 10 to 75 kDa and pI 3 to 8. The possible identifications
of these proteins suggest that they perform several functions such as protection of the
sperm membrane, protection from toxic effects and sperm capacitation. It is concluded
that there is a possibility that the proteins found are biomarkers in the area of
proteomics and have a positive correlation with the freezeability of Santa Inés breed
semen.

Key-words: Cryopreservation; Electrophoresis; Proteomics; Semen.
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INTRODUCAO

A ovinocultura é uma atividade explorada em varias regides do Brasil,
destacando-se de forma significativa no agronegocio, tendo maior representatividade
nos estados das regioes Nordeste e Sul. Assim sendo, o efetivo de rebanho ovino no
Nordeste do pais, representa 70,59% do rebanho nacional (IBGE, 2021). Por isso, a
importancia socioeconomica da producdo ovina é representativa na regido destacada.

Diante do aumento significativo dos rebanhos ovinos, a selecao de reprodutores
e matrizes com alta eficiéncia reprodutiva constitui um dos principais critérios dos
sistemas de producdo animal, por ser um fator essencial para a lucratividade e aumento
na qualidade do rebanho (MATOS et al., 1992).

Os critérios seletivos de reprodutores sdo utilizados para identificacdao e adocao
de indicadores validos do potencial reprodutivo dos animais. As praticas utilizadas
incluem medicdes da biometria testicular, avaliacdo da motilidade e defeitos
morfoldgicos, andlise computadoriza do sémen e testes avangados de funcdo
espermatica, como a integridade acrossomica ou da cromatina (ROGERS et al. 1983;
HOLT et al. 1997; SOUZA et al., 2001). Contudo, apesar destas avaliacoes definirem
critérios minimos para a selecdo de reprodutores, as mesmas nao apresentam relacao
significativa com a fertilidade dos animais (COX; ALFARO, 2007).

Diante disso, a realizacdo de pesquisas relacionadas a identificacao de
biomarcadores que possam auxiliar na identificacdo e no maior potencial reprodutivo
dos animais sdo cada vez mais importantes, uma vez que ainda ndo podem ser expressos
apenas por parametros reprodutivos. Entretanto, a associacao desses parametros a
analises protedmicas podem gerar resultados mais seguros e confidveis quanto ao
potencial reprodutivo dos animais.

Presume-se que as proteinas encontradas no plasma seminal de ovinos possam
ser utilizadas como biomarcadores de qualidade seminal. Uma vez que estas sdo
encontradas em grande quantidade no plasma seminal na forma de complexos
associados, desempenhado papel de extrema importancia em todos 0s processos
relacionados a fertilidade. Destaca-se que, cada espécie animal possui condicdes
especificas e isso inclui também a conformacdo e proteinas de tamanhos diferentes
(BEZERRA JUNIOR, 2013).

A avaliacdo da expressdo de proteinas no plasma seminal pode ser realizada por
meio de técnicas como a protedmica que visam o estudo em larga escala e fundamenta-

se, por exemplo, em métodos de separacdo e deteccao simultinea de proteinas,
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utilizando técnicas como eletroforese bidimensional (2DE), acompanhadas de métodos
cada vez mais eficientes e sensiveis de identificacdo de novas expressdes de proteina
por espectrometria de massa (BEZERRA JUNIOR, 2013).

Ha também o uso mais comum da técnica protedmica de Eletroforese
bidimensional associada a espectrometria de massa, pois esta permite a identificacdo
precisa de valores unicos relativos as proteinas, como pH, peso molecular (kDa) e
identificando também as cadeias peptidicas da proteina, identificando verdadeiramente
qual proteina esta sendo avaliada, fazendo deste método um dos mais eficientes para
estudos profundos relativos a proteomica (FLOWERS, 1998; BRANDON et al., 1999).

Considerando a grande relevancia econémica que a espécie ovina tem para o
Nordeste, aliado ao baixo aproveitamento de sua capacidade reprodutiva, é de grande
importancia o uso de ferramentas que auxiliem as pesquisas voltadas a analise
reprodutiva. Este trabalho objetivou determinar a qualidade espermatica de reprodutores
da racga Santa Inés, tracando o perfil prote6mico do sémen e possiveis biomarcadores de

fertilidade e congelabilidade.
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MATERIAL E METODOS
Aspectos éticos
Todos os animais utilizados neste estudo foram conduzidos em estrita
conformidade com as normas de conduta para o uso de animais no ensino, pesquisa e
extensdo preconizados pela Comissdo de FEtica para Uso de Animais (CEUA) da

EMRAPA CNPC (protocolo N° 001/2020).

Local de Execucao e Periodo Experimental

O experimento foi realizado na Embrapa Caprinos e Ovinos, localizada na
Estrada Sobral/Groairas, km 4, Sobral-CE, na regido Norte do Ceara, semiarido
nordestino. A 3°42' de latitude Sul e 40°21' de longitude Oeste, e uma altitude de 83
metros. A temperatura média anual é de 28°C, com médias, minima e maxima, de 22°C
e 35°C, respectivamente, e umidade relativa do ar de 69%. O mesmo foi realizado entre

marco de 2020 a marco de 2021.

Animais e experimento

Foram selecionados do rebanho da Embrapa Caprinos e Ovinos, machos ovinos
da raca Santa Inés, com idade de 2 a 6 anos, sexualmente maduros e escore de condicdo
corporal (ECC) entre 2,5 a 3,5. Os animais foram mantidos em regime de confinamento,
alimentados de acordo com as exigéncias do (NRC, 2007).

Inicialmente os animais foram submetidos a exame clinico/androlégico, e depois
as coletas de sémen ocorreram através do uso da vagina artificial e de feita manequim
estrogenada com Cipionato de estradiol (ECP) (1 mL) (MIES FILHO, 1987). Seguindo
as normas do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA), para a classificacao
dos reprodutores, os animais foram analisados e entdo cada reprodutor foi considerado
aprovado (androlégico com motilidade acima de 70%) ou reprovado (androlégico com
motilidade abaixo de 70%).

Na fase seguinte, os animais aprovados, foram submetidos a duas coletas, com
intervalo de uma semana entre elas. O congelamento de sémen foi realizado logo em
seguida a avaliacdo da qualidade espermatica das amostras. A avaliacdo e congelamento
das amostras coletadas foram realizadas no laboratério de tecnologia do sémen da

Embrapa Caprinos e Ovinos, Sobral, CE.
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Salienta-se que as andlises espermaticas antes do congelamento foram as
seguintes: volume do ejaculado (VE) (mL); concentracdo espermatica (CE) (x10® mm3);
motilidade progressiva individual (MPI) (%); vigor (V) (0-5) (CBRA, 2013).

Parametros seminais analisados no pds-congelamento: motilidade progressiva
individual (MPI) e (%); vigor (V).

Apbs o descongelamento, as doses sémen avaliadas foram analisadas e
classificadas compondo, animais aprovados com motilidade > 30% e vigor > 3.0, de

acordo com CBRA, 2013.

Criopreservacao

Apos a coleta de sémen e avaliacdo de volume, concentracdo e motilidade
espermatica, turbilhonamento o sémen foi diluido com Tolera-D® em temperatura de
33°C em banho maria. Logo em seguida, foram avaliadas a motilidade e o vigor
espermatico, em microscopia Optica e entdo, o liquido envasado em palhetas de 0,25 mL
e lacrada com lacrador especifico para palhetas. As mesmas foram previamente
identificadas de acordo com as recomendacoes do CBRA, 2013.

Posteriormente, armazenadas em palhetas (0,25 mL) e congeladas em maquina
TK 3000® (TK Tecnologia em congelacdo Ltda., Uberaba, Brasil), na curva de
congelacao rapida (-0,25°C/min, de 25°C a 5°C e -20°C/min, de 5°C a -120°C), e, ap6s
atingirem - 120°C, as palhetas foram armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C). Para
avaliacdao do sémen criopreservado, uma palheta de cada ejaculado foi descongelada em
banho-maria a 37 °C por 30 segundos. O contetido foi alocado em microtubos do tipo
Eppendorf® e mantidos em banho-maria, também a 37 °C, o mesmo congelamento foi
avaliado pds descongelamento em tempo (TO), apés 5 minutos (T5) e ap6s 24 horas

(T2) de incubacao.

Analise das proteinas totais

Na quantificacdo das proteinas totais do ejaculado, o sémen foi centrifugado a
1500 g a 4 °C durante 30 min, para obtencao do plasma seminal. As proteinas totais do
plasma seminal foram quantificadas seguindo a metodologia de Bradford (1976), que
consiste em quantificar proteinas baseado na sua ligacdo com o corante Comassie
Brilhante Blue - CBB (G-2050). A coloracdo através CCB G-250 ocorre pela ligacdao

destes as proteinas deixando o produto de cor azulada. Com a ajuda do
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espectrofotometro é possivel medir a absorbancia e correlaciona-la com a concentragao
de proteinas na amostra.

A partir da concentracdo das proteinas totais, se calculou o volume de amostra a
ser utilizada na reidratacdo das fitas para em seguida o gel de eletroforese bidimensional

(2DE).

Eletroforese Bidimensional (2DE)

Esta técnica possibilita a separagdo das proteinas com base em duas etapas: uma
primeira dimensdo, de acordo com seu ponto isoelétrico (pI)e, numa segunda dimensao,
em gel desnaturante e poliacrilamida (SPS-PAGE), de acordo com sua massa molecular

(MM).

Focalizacao Isoelétrica

Uma vez preparada a solucdo de reidratagdo das tiras (pH 3 — 10) iniciado com a
descongelacdo da solugdo uréia/tiouréia 9 M e depois adicdo de 5 pL. de IPG buffer,
seguido de 10 mg de DTT e 10 mg de CHAPS. Ao final desse processo ter-se-a: uréia 7
M, tiouréia 2 M, DTT 65 mM, CHAPS 1 % p/v, IPG buffer 0,5 % v/v e azul de
bromofenol 0,002 % p/v em um volume de 1 mL. Essa quantidade de 1 mL foi utilizada
na reidratacdo das tiras, sendo uma de cada animal em periodos de coletas diferentes.
Foram pipetados 250 pL da solucdo de reidratacdo em cada slot (canaleta) espalhando
lentamente no tamanho semelhante da tira.

O filme que protege o gel da tira foi removido e logo em seguida esta foi
colocada no slot do IPG Box com o lado do gel voltado para baixo. Posteriormente o
slot contendo a tira foi coberto com cerca de 3 mL de cover fluid comecando da
extremidade em direcdo ao centro. A reidratacdo com a amostra acorreu por 16h durante
a noite (Overnight).

As tiras foram colocadas no maniford (suporte que recebe as tiras) que por sua
vez se encaixa na plataforma do IPGphor III. Logo apés, foi posicionado os eletrode
pads nas extremidades das tiras de forma que eles avancem o gel cerca de meio
centimetro, estes foram colocados timidos com cerca de 1ml de dgua milli-Q.

O programa IPGphor instalado no computador seguiu as seguintes
configuragdes: etapa 1 (500 V por 0:30h); etapa 2 (4.000 V por 2:30h) e etapa 3 (10.000
V até atingir 18.000 Vh totais). A corrida foi monitorada pelo computador, sendo

visualizada graficamente por uma linha vermelha que sobrescreveu a linha azul
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(teoricamente) no grafico de voltagem pelo tempo, ao final as tiras foram guardadas
dentro de tubos de ensaio e acondicionadas em freezer — 80 °C para posterior corrida de

segunda dimensao.

Segunda Dimensao

Esta fase do processo de Eletroforese Bidimensional (2DE) inicia com o
equilibrio das tiras, o qual foi feito em duas etapas, na primeira foi colocado 3 mL de
solucdo de equilibrio, acrescentando 57,8 mg de DTT. Na segunda etapa ao final dos 15
minutos de agitacdo da etapa 1, a tira foi mergulhada por 10 segundos em frasco Bécher
com agua purificada por sistema Milli-Q® para retirar o excesso da primeira solugao,
em seguida a tira foi colocada em um outro tubo de ensaio com 3 mL de solucao de
equilibrio, mas dessa vez acrescentando 69,3 mg de iodoacetamida, novamente foi
agitado levemente por 15 minutos, em seguida a mesma foi colocada sobre o gel de
poliacrilamida a 12% para a corrida eletroforética.

Para a “selagem” da tira IPG no gel, foi necessario fazer uma solucao de agarose
(0,5 % de agarose com tracos de azul de bromofenol). A solucdo de agarose levemente
aquecida fundiu a tira ao gel e permitiu formar um “pogo” para aplicacdo do marcador
de peso molecular. No “po¢o” feito para o marcador, foi aplicado uma mistura de 20 pL
de marcador com 180 pL. de tampdo de amostra (pesos moleculares de referéncia: 200
kDa; 116 kDa; 97 kDa; 66 kDa; 55 kDa, 45 kDa, 36 kDa, 29 kDa, 24 kDa, 20 kDa, 14
kDa, e 6 kDa).

Montagem do Sistema, Coloracao e Digitalizacao

A corrida eletroforética foi feita em duas etapas: Programa 1 (30 mA, 100 W por
15 minutos); Programa 2 (50 mA, 100 W por 8 horas).

Apos a separacdo das proteinas de acordo com o Ponto Isoelétrico (pI) e Massa
Molecular (MW), os géis foram retirados das placas com cuidado e levados para cubas
de vidro, onde passaram por agitacdo lenta a 25 rpm por um periodo de 12 horas,
mergulhado numa solugdo contendo Comassie Brilhant Blue — CBB.

Ao final desse periodo, foi retirada a solugao de CBB e foi colocada a solucao de
revelacdo por um periodo de cerca de 10 horas, com o intuito de visualizar os spot’s

presentes.
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Analise dos Géis Bidimensionais

A andlise dos géis bidimensionais foi feita através da digitalizacdao das imagens
captadas em ImageScanner II. Os géis foram comparados e os spot’s de proteina
tiveram seus atributos determinados (Ponto Isoelétrico - pI e Massa Molecular - MW)
com o emprego do Software ImageMaster 2D Platinum 7.0. Os spot’s que apresentaram
mecht foram separados e enviados para andlise. Os trés géis de cada reprodutor foram

avaliados entre si, para identificar spots parecidos, isso de chama metch.

Analise estatistica

Para a comparacdo dos animais no que se refere a concentracao e volume
espermatico, aplicou-se teste Exato de Fisher, com significancia estatistica de 5%
(p<0,05), através da analise de variancia, seguido o teste de Tukey. Foram realizadas
analises de variancia, seguindo o teste de Bonferroni para as caracteristicas vigor e

motilidade dos espermatozoides da amostra de sémen analisada.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicas do sémen fresco

O aspecto do sémen de cada um dos cinco reprodutores analisados variou de
leitoso a cremoso. Quanto ao volume e concentracdo do sémen, as amostras nao
diferiram significativamente entre si. Os valores obtidos quanto ao volume, variaram de
0,57 a 1,52 mL (tabela 1). J4 a concentragdo espermatica, oscilou de 5,75 a 8,04 x 10° /
mL, tendo uma média de 6,5 x 10° /mL. Esses valores diferem dos obtidos por Falleiro
et al. (2013) ao analisarem ovinos da raca Dorper, que observaram volume médio de

1,47 mL e concentra¢do média de 4,71 x 10°/mL em ovinos da raga Dorper.

Tabela 1 — Valores médios e desvio padrdao do volume e concentracdo do sémen

fresco de cinco reprodutores ovinos Santa Inés.

Variaveis/Animais A B C D E
Volume (mL) 0,96 + 0,29 0,83 + 0,15 0,84 + 0,13 0,6 £0,1 0,8 £ 0,15
Concentracdox10°/mL 7,08 £ 0,9 5,98 £ 0,11 6,03 + 0,16 6,83 + 1,21 6,55 + 0,25

Analise microscopica do sémen fresco e pés-congelamento

De acordo com os resultados obtidos quanto ao vigor espermatico, as amostras
analisadas ndo apresentaram diferenca estatistica quanto as etapas equivalentes ao pré-
congelamento, poés-diluicdo, TO min pos-congelamento e T5 min pds-congelamento.
Contudo, observou-se diferenca significativa (p<0,05) no T24 h po6s-congelamento
(tabela 1). Essas diferencas significativas possivelmente ocorreram em virtude das
diferencas individuais na expressdo de proteinas protetoras de estresse oxidativo e
térmico no plasma seminal, tais como a clusterina e albumina, no entanto, estes dados

ndo ainda ndo foram confirmados,

Tabela 2 — Valores médios e desvio padrao do volume e concentragdo do sémen
fresco de cinco reprodutores ovinos Santa Inés. Letras diferentes em colunas do

mesmo horario indicam diferenca significativa na probabilidade de p < 0,05.
Varidveis/Animais A B C D E
Volume (mL) 0,96 + 0,29 0,83 + 0,15 0,84 + 0,13 0,6 £0,1 0,8 £ 0,15
Concentraciox10°/m 7,08 + 0,9 5,98 + 0,11 6,03+ 0,16 6,83 + 1,21 6,55 + 0,25

Foi observado que o animal A, apresentou parametros diferente aos demais, visto que o
vigor espermatico foi diferente dos animais B e E. Logo, apresentando valores maiores

de vigor espermatico na faixa de 24h ap6s descongelamento.
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Na tabela 2, estdo dispostos os valores referentes a motilidades espermatica. Nao

foi observada diferenca estatistica em nenhum dos horarios para motilidade (figura 2).

Tabela 3 — Valores percentuais de motilidade espermatica do sémen de cinco

reprodutores ovinos Santa Inés sob diferentes condicdes.

Reprodutor Sémen fresco Pos-diluicao TO min T5 min T24 horas
A 88,00 88,00 22,00 37,00 38,00
B 85,00 88,00 25,00 23,00 20,00
C 90,00 83,00 30,00 30,00 33,00
D 87,00 87,00 30,00 33,00 35,00
E 90,00 87,00 18,00 23,00 28,00

A concentracao protéica obtida neste estudo foi de 20,7 pg pL; 24,0 pg pL; 21,6
pug pL; 19,3 pg pL e 15,3 pg pL(figura 3). Foi observada diferenca estatistica na
concentracdo protéica, em que os animais B e C diferiram estatisticamente do animal E
(Tabela 3), diferentemente do encontrado por Moura et al. (2010), que obtiveram
valores de concentracdo protéica entre 32 pg pL e 39 pg pL, porém ndo encontraram
diferenca estatistica entre seus valores de concentracdo protéica.

Avaliando os géis foi observado que a maioria das proteinas do plasma seminal
dos ovinos possuiam peso molecular abaixo de 75 kDa e pl acido, sendo poucas as que
apresentaram pl acima de 8. Em um estudo similar, Moura et al. (2010) obtiveram
dados que corroboram com os apresentados neste trabalho, com predominancia nos

pesos moleculares abaixo de 70 e pI abaixo de 7.

Figura 1: Concentracdo total de proteinas no plasma seminal de ovinos reprodutores da
raca Santa Inés. Letras diferentes entre diferentes colunas indicam diferenca estatistica a

probabilidade de p < 0,05.
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Observou-se neste trabalho oito spots sugestivos para a preteina clusterina,
corroborando com o perfil preteico relatado em diversos estudos (SOUZA et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2017), com kDa entre 31 e 35 e pl entre 4,8 e 5,4. Esta é uma
glicoproteina do plasma seminal que pode prevenir contra o dano oxidativo do
espermatozoide, se liga e aglutina espermatozoides defeituosos e protege os gametas
masculinos dos efeitos téxicos de precipitacdo das proteinas.

A albumina é uma proteina secretada pela glandula bulbouretral e presente na
porcdo caudal do epididimo em ovinos, comumente associada a protecdo da membrana
espermatica contra estresse oxidativo por radicais livres e/ou estresse térmico (ROCHA
et al., 2015). Ela apresenta com peso molecular alto, préximo a 70 kDa e pI proximo a
5,8 (ROCHA et al., 2015), valores muito similares aos obtidos em um spot neste
trabalho, com 69 kDa e pl 5,2, nas figuras 2, 3 e 5.

A osteopontina, apesar de mais estudada na proteémica seminal bovina (REGO
et al., 2016; KUMAR et al., 2017) é correlacionada, juntamente com outras proteinas,
como clusterina, albumina e binder of sperm com alta congelabilidade, em virtude da
capacidade antioxidante e de protecio da membrana espermatica dessas proteinas
(JOBIM et al., 2009), fazendo com que estas tenham alta importancia para
criopreservacao e inseminacao artificial.

Por outro lado, proteinas originadas na vesicula seminal da familia BSPs, como

bodesinas e binder of sperm sdo as mais comuns no plasma seminal ovino (comumente



36

acima de 20% das proteinas) (VAN TILBURG et al., 2021) e tem grande importancia
na capacitacdo espermatica (PLANTE et al.,, 2016) e interacdo dos espermatozoides
com o oviduto (SUAREZ, 2016). Foram obtidos meste estudo sete spots sugestivos para
as proteinas.

Nas figuras 4, 5, 6, 7 e 8, logo a seguir, estdo dispostos os spots protéicos
detectados no mapa bidimensional, referentes as eletroforeses bidimensionais (2DE) de
cada animal estudado. Conforme os resultados, pode-se observar a presenca de
possiveis proteinas que estejam relacionadas a qualidade do plasma seminal de ovinos
Santa Inés. Contudo, andlise mais especializadas devem ser realizadas para melhor
identificacdo e classificacdo dessas proteinas.

De acordo com que foi observado, ocorre variacdo na distribuicdo da expressao
dos spots protéicos entre os animais, apesar de pertencerem a mesma raca. Portanto, é
sao importantes para analisar em pesquisas posteriores, as possibilidades destas
variagoes individuais e comuns a espécie ovina estudada.

As proteinas do plasma seminal possuem propriedades inerentes a cada espécie,
podendo diferir entre estrutura e funcdo das proteinas espermaticas. Assim, estas podem
ser utilizados como bons pardmetros androlégicos. Ja que a identificagdo e
caracterizacdo de proteinas envolvidas nestes processos ajudaria a uma maior
compreensao dos mecanismos reprodutivos (VILLEMURE et al., 2003).

Nestas condi¢des, a técnica de eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida (2D-PAGE), atua como um dos métodos mais utilizados para
caracterizacao do proteoma. Sendo importante para detectar a presenca de proteinas que
poderao ser analisadas com mais cautela e assim serem caracterizadas.

Neste estudo, a utilizacdo da técnica foi importante para contribuir na construgao
do perfil proteico do plasma seminal de ovinos Santa Inés. Conforme apresentado nas
figuras de nimero 2, 3, 4, 5 e 6.

Mediante a confirmacdo da presenca de provaveis proteinas na 2D-PAGE, aestas
poderdo ser identificadas de modo mais especifico e classificadas da espectrometria de
massa (MS), uma técnica altamente sensivel.

As andlises protedmicas sdao ferramentas valiosas na determinacdo da presenca
de biomarcadores ou no mapeamento de perfil de amostras diferentes, mesmo aquelas
com alta e baixa fertilidade ou congelabilidade. Portanto, as proteinas possuem uma
grande importancia nos processos bioldgicos e reprodutivos havendo uma grande

expectativa na descoberta de muitos biomarcadores protéicos.
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Figura 2. Gel referente ao animal A, com dados relativos ao pI e kDa de acordo com o

match.

Metch |kDa  |pl

5,05 15
526 20

401 20

6,61 21

439 33

433 15

898 9

553 9

487 34

462 33

5,58 35

9 1111\.140 5’21 .
39 ' 526 14
S0 4,33 40

j \ 403 48
413 54

8 "‘2\37 3,904 56
3,94 59

149 379 58

Figura 3. Gel referente ao animal B, com dados relativos ao pI e kDa de acordo com o

match.

Metch |kDa  |pl

506 32
6,15 23
548 32
629 29
669 35
6,05 10
496 14

6,33 31
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Figura 4. Gel referente ao animal C, com dados relativos ao plI e kDa de acordo com o

match.

Metch |kDa  |pl

8 49 14
10 5,12 21
12 6,67 21
23 3,96 22

136 5,02 4
138 4,12 6

Figura 5. Gel referente ao animal D, com dados relativos ao pl e kDa de acordo com o

match.

>
 Metch |kDa  |pl
10 5 35
117 44 69
119 533 83
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Figura 6. Gel referente ao animal E, com dados relativos ao pl e kDa de acordo com o

match.

Metch |kDa  |pl

AR 1 35 538
R 2 35 6,03
o7 3 8 6.41
4 18 57
166 5 3 9.04
;n‘_g 6 21 3.89
1% 7 2 533
- 8 21 5
e 9 2% 489
10 3 5,27
e 1 23 am
el 52 28 6,05

53 29 544

Foi observado que os animais avaliados neste estudo obtiveram altas taxas de
vigor e motilidade p6s congelamento, isso possivelmente ocorre proteinas presentes no
plasma seminal, uma vez que muitas destas estdo relacionadas a reduzir estresse
oxidativo e térmico, bem como, auxiliar na protecdo da membrana espermatica. No
entanto, para que ocorra uma conclusdo é necessdria a realizacdo da espectrometria de

massa.
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CONCLUSAO

Utilizando o método de eletroforese bidimensional, foi possivel a identificacao
de diversos spots presentes no plasma seminal de reprodutores de alto poder de
congelabilidade da raca Santa Inés. A literatura sugere que estas proteinas sugerem que
as mesmas desempenham diversas fungdes como, protecdo da membrana espermatica,
protecdo dos efeitos toxicos e capacitacdo espermatica.

Este estudo identificou através de comparativo bibliografico de peso isoelétrico
e massa molecular as provaveis proteinas do plasma seminal em carneiros da raca Santa
Inés, adaptados a regido semiarida do nordeste brasileiro.

As proteinas encontradas no presente estudo sdo possivelmente biomarcadores
na area de protedmica e podem ter correlacdo positiva com a congelabilidade de sémen

da raca Santa Inés.
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CONSIDERACOES FINAIS

Utilizando o método de eletroforese bidimensional, foi possivel a identificagao
de diversos spots presentes no plasma seminal de reprodutores de alto poder de
congelabilidade da raga Santa Inés. As possiveis identificacdes destas proteinas sugerem
que as mesmas desempenham diversas fungdes como, protecdio da membrana
espermatica, protecao dos efeitos toxicos e capacitacdo espermatica.

Estudos direcionados a proteomica seminal da espécie ovina ainda sao
considerados escassos. Contudo, o inicio de pesquisas e obtencdo de resultados iniciais
tornam-se um feito importante para o direcionamento de mais pesquisas que possam
atuar na identificacdo de possiveis marcadores para fertilidade, prolificidade e
congelabilidade do sémen. Além de auxiliar nos processos e validagdao de metodologias
de processamento de sémen.

Este estudo identificou através de comparativo bibliografico de peso isoelétrico
e massa molecular as provaveis proteinas do plasma seminal em carneiros da raca Santa
Inés, que sao animais deslanados e adaptados a regidao semiarida do nordeste brasileiro.

Ainda sdo bastante reduzidos o nimero de trabalhos e de bases de dados com
informagdes confiaveis e direcionadas a identificagdo, reconhecimento e comparagao de
proteinas seminais em animais da espécie ovina. Neste caso, a principal ferramenta de
consulta que fornece um banco de dados (Uniprot, Expasy, pela ferramenta Tagldent)
para identificacdo, classificacao e comparacao das proteinas ficou indisponibilidade, por
um longo periodo, para atualizacdo. Impossibilitando assim a comparagdo dos spots
protéicos disponiveis no banco de dados com o pI e MW das amostras analisadas neste
estudo, para comparacao.

As proteinas encontradas no presente estudo sdo possivelmente biomarcadores

na area de protedmica sémen da raca Santa Inés.
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ANEXO
Emigapa -
Comissao de Etica no Uso de
Caprinos e Ovinos Animais — CEUA / CNPC

PARECER CEUA — CNPC
Protocolo n® 001/2020
Responsavel: Maria Geysillane Castro Matos

Em reunido realizada no dia 10 de margo de 2020 a CEUA CMPC analisou o projeto
“Proteinas do plasma seminal e sua relagdo com a congelabilidade do sémen de ovinos

Santa Inés”. A analise resultou no seguinte parecer:
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