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A análise das proteínas do plasma seminal de 14 reprodutores, 7 taurinos e 7 zebuínos, doadores 

de sêmen de uma Central de Inseminação e considerados de alta congelabilidade do sêmen foi 

realizada através de eletroforese bidimensional, pela técnica de O’Farrel et al., (1977), 
modificada por Rodnight et al., (1988). Onze bandas protéicas de baixo peso molecular (10-24 

kDa) foram analisadas em géis de acrilamida a 15%, corados por Azul de Comassie e 

quantificadas de acordo com a densidade óptica exibida. As bandas avaliadas não apresentaram 
mesma freqüência de aparecimento nas espécies. Em reprodutores taurinos, com exceção das 

bandas 13 (14-15 kDa) e 19 (16-18 kDa), presentes nas amostras de 28,60% (2/7) dos 

reprodutores, as demais proteínas estiveram presentes nas amostras de plasma seminal de 100% 

dos animais. Apenas as bandas 3 (15-16 kDa), 5 (16-17 kDa), 7 (11-12 kDa) e 9 (14-15 kDa) 
não apresentaram variações significativas entre as amostras dos reprodutores. Em zebuínos, as 

bandas protéicas 11 (13-14 kDa), 19 (16-18 kDa,) e 23 (20-22 kDa) foram evidenciadas nas 

amostras de 71% ( 5/7) dos reprodutores, a banda 13 em 57% (4/7) e as demais bandas estiveram 
presentes nas amostras de 100% dos animais. Com exceção da banda 15 (11-12 kDa), as demais 

diferiram significativamente entre as amostras dos touros. Cinco bandas diferiram 

estatisticamente entre as espécies (P<0,05), as bandas 5 (16-17 kDa), 7 (11-12 kDa), 15 (11-12, 
kDa), 21 (20-24 kDa) e 23 (20-22 kDa), sendo que os reprodutores taurinos apresentaram 

densidades ópticas superiores nas bandas protéicas 7 e 23 e os zebuínos nas bandas 5; 15 e 21. 

As bandas 7 e 23 foram identificadas como aSFP e clusterina, através de seqüenciamento 

protéico. As proteínas de alto peso molecular (acima de 45 kDa) foram analisadas em géis de 
poliacrilamida a 8%, sendo quantificadas três bandas protéicas de pesos moleculares de 195; 66 

e 55 kDa, presentes em 100% das amostras de plasma seminal. Nas amostras de taurinos, as 

densidades ópticas da banda de 55 kDa, que foi imunoidentificada como osteopontina, foram 
significativamente superiores (P<0,05) às dos zebuínos e as demais bandas não apresentaram 

variações significativas entre as espécies. A banda protéica de 66 kDa foi imunoidentificada 

como albumina. Nas amostras de taurinos, as densidades ópticas das bandas protéicas não 

evidenciaram variação significativa entre os animais, entretanto, nas de zebuínos, as densidades 
ópticas da albumina apresentaram diferenças significativas.  
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Two dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (O’Farrel et al.,1977, modified by 

Rodnight et al., 1988), was performed in seminal plasma of Bos taurus taurus and Bos 

taurus indicus bulls from an IA Center. All the bulls were considered to have a semen 

with high freezeability. In a 15% polyacrylamide gels, stained with Commassie Blue, a 

total of 11 protein bands (10-24 kDa) was analyzed by their optical densities. In Bos 

taurus, the bands 13 (14-15 kDa) and 19 (16-18 kDa) were present in 28.6% of the 

seminal plasma samples examined. The remainder bands were present in all samples 

examined. No statistical significance was found between Bos taurus bulls samples in the 

bands 3 (15-16 kDa); 5 (16-17 kDa), 7 (11-12 kDa) and 9 (14-15 kDa). On the other 

hand, in Bos indicus it was found that the bands 11 (13-14 kDa), 19 and 23 (20-22 kDa) 

were present on 71% of the samples, the band 13 in 57% and the remainder were present 

in all samples. The band 15 (11-12 kDa) was the only one that did not show any 

variation between the Bos indicus bulls samples. Finally, five bands showed up 

differences (P<0,05) on their optical densities between species. In Bos taurus the bands 

with high optical densities were the 7 and 23  and in Bos indicus the bands with high 

optical densities were the 5, 15 and 21. The bands 7 and 23 were identified as aSFP and 

clusterin, by protein sequence. In a 8% polyacrylamide gels, three bands of 195; 66 and 

55 kDa, present in 100% of the samples in both species, were analyzed. In Bos taurus 

samples, the opticals densities of 55 kDa band, imunoidentified as osteopontin were 

superior(P<0,05) than Bos indicus samples. The 66 kDa band was imunoidentified as 

albumin. In the Bos taurus samples, the bands did not show any variation between the 

bull samples, but in Bos indicus, the albumin optical densities showed significant 

variation between samples.  
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1  INTRODUÇÃO 

 

 

O rebanho bovino brasileiro, estimado em 163 milhões de cabeças, 

atualmente se constitui no maior rebanho comercial do mundo e apresenta 

produção de carne de 5 milhões de toneladas/ano, muito inferior ao índice 

norte-americano que, com um rebanho 50% menor, produz 11 milhões de 

toneladas anuais. A reduzida produtividade do rebanho nacional decorre do 

sistema de produção extensivo, adotado pela maioria dos criadores, do 

baixo nível tecnológico, de deficiências nutricionais, sanitárias, e de 

manejo e do material genético (Silva, 2000). Em gado de corte, a taxa de 

fertilidade é de 35 a 60%, a idade a primeira cria entre 3 e 4 anos e o 

intervalo entre partos de 20,3 a 34,7 meses (Andrade, 1999). Em gado de 

leite, o incremento de 1% na taxa de fertilidade resultaria no aumento 

potencial de 270 milhões de litros de leite, que poderia ainda ser mais 

elevado, com taxas reprodutivas mais altas e mortalidade mais baixa 

(Pereira, 1998).  

Em um rebanho bovino, a eficiência reprodutiva tem sido amplamente 

citada e aceita como a característica de maior importância para a seleção, 

sendo dez vezes mais importante que o crescimento e cinco vezes mais 

importante do que a qualidade da carne (Trenke & Wilham, 1977). No 

rebanho bovino brasileiro, a maior eficiência reprodutiva depende de 

mudanças ambientais, como as condições nutricionais e corporais no pré e 

no pós-parto, do maior controle de doenças que interferem na reprodução, 

bem como da ênfase na seleção dos machos pelo desempenho reprodutivo, 

ao invés de características ponderais e de conformação racial (Silva, 2000). 
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Das biotécnicas colocadas à disposição da eficiência reprodutiva, 

nenhuma atingiu a excelência da inseminação artificial, pela sua 

distribuição universal, custos reduzidos, efeitos econômicos e introgressão 

acelerada de genes (Pinheiro, 1997). O autor considera que o Brasil 

necessita esgotar o potencial da inseminação artificial antes de almejar 

qualquer salto tecnológico, pois, além de pré-requisito para a obtenção de 

avanços no campo da moderna biotecnologia, a inseminação deverá realizar 

no país a desejável revolução na produção de carne e de leite. A utilização 

da inseminação no Brasil ainda é reduzida, mas crescente, atingindo apenas 

4,7% do rebanho bovino em 1997, índice que representa um acréscimo de 

60% quando comparado ao ano de 1993 (Pacheco, 1998).  

O futuro da tecnologia de criopreservação do sêmen, de acordo com 

Coulter (1992), está condicionado à ampliação dos conhecimentos sobre a 

bioquímica espermática e ao estudo dos componentes do plasma seminal e 

diluidores de sêmen, bem como a interação destes com o próprio 

espermatozóide. No plasma seminal de várias espécies, muitas proteínas 

foram descritas e caracterizadas e sua identificação sistemática representa 

uma ferramenta importante para o entendimento de sua natureza e funções 

no plasma seminal.  

O presente estudo teve como objetivos a identificação e a 

quantificação das proteínas presentes no plasma seminal de reprodutores 

taurinos e zebuínos de alta congelabilidade do sêmen, utilizando a técnica 

de eletroforese bidimensional. As diferenças no perfil protéico do plasma 

seminal podem determinar influências sobre o desempenho reprodutivo dos 

reprodutores e permitir a detecção de marcadores protéicos, objetivando a 

seleção de indivíduos mais produtivos, contribuindo para o maior 



 3 

conhecimento dos eventos relacionados à fisiopatologia da reprodução, à 

tecnologia do sêmen e à inseminação artificial, nas duas espécies. 
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2  REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Espermatozóide 

 

 

O espermatozóide é o produto final da gametogênese no macho, a qual 

ocorre dentro dos túbulos seminíferos do testículo. Este processo envolve 

uma série de divisões mitóticas das espermatogônias-tronco, duas divisões 

meióticas dos espermatócitos, remodelamento morfológico das 

espermátidas durante a espermiogênese e a liberação das células livres no 

lúmen dos túbulos seminíferos (Mann & Lutwak-Mann, 1981). O 

espermatozóide dos mamíferos possui dois principais componentes, a 

cabeça e a cauda ou flagelo. A cabeça constitui-se do acrossoma, núcleo e 

pequenas porções de estruturas do citoesqueleto e citoplasma. O acrossoma 

é um grande grânulo secretório que rodeia e recobre a borda anterior do 

núcleo. Este é uma estrutura haplóide, contendo somente um de cada par de 

cromossomas, com a cromatina altamente condensada a partir das fases 

finais da espermatogênese (Eddy, 1988). 

A cauda é formada pelo colo, peça intermediária, peça principal e peça 

final. As principais estruturas do flagelo são o axonema central ou 

filamento axial, a bainha de mitocôndrias e a bainha fibrosa externa. O 

filamento axial é composto de dois microtúbulos centrais cercados por 

nove microtúbulos duplos, em toda a extensão do flagelo. Os microtúbulos 

são compostos de  e tubulina e de dineína, com atividade ATPase, 

provendo energia para a movimentação. A peça intermediária é envolvida 

por uma bainha de mitocôndrias, em forma de dupla espiral e a peça 
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principal contém a bainha fibrosa. As fibras densas e a bainha fibrosa 

formam o citoesqueleto do flagelo. A cauda, assim como a cabeça, é 

justaposta à membrana plasmática, contendo pouco citoplasma. Os 

espermatozóides dos mamíferos apresentam estas características gerais, 

ocorrendo diferenças espécie-específicas no tamanho e na forma da cabeça, 

bem como no tamanho total do flagelo e de seus componentes. As 

estruturas especializadas do espermatozóide refletem suas atividades 

funcionais específicas. O acrossoma contém enzimas essenciais para a 

fecundação, enquanto o flagelo contém fontes de energia necessárias para 

produzir a motilidade (Eddy, 1988).  

Uma característica única do espermatozóide é que sua membrana 

plasmática é subdividida em domínios regionais distintos, que diferem na 

composição e função. A evidência de que a organização e a composição da 

membrana variam entre as diferentes regiões da superfície levou ao 

conceito de que a membrana é um mosaico de domínios restritos (Singer & 

Nicholson, 1972), que refletem funções especializadas da superfície e dos 

componentes citoplasmáticos do espermatozóide. Independentemente da 

região espermática, a membrana consta de uma dupla camada lipídica, de 

uma interface água-fosfolipídeos e do glicocálix. A membrana é uma 

estrutura fluida, permitindo que suas moléculas se movam dentro do plano 

da camada dupla e assimétrica, indicando que a composição de proteínas e 

lipídios das camadas duplas diferem umas das outras. Essas propriedades 

são necessárias para assegurar seu papel como uma barreira semipermeável 

(De Leeuw et al., 1990). A composição da membrana plasmática vai sendo 

modificada durante o trânsito que o espermatozóide realiza no epidídimo, 

quando exposto aos líquidos das glândulas acessórias e também no trato 



 6 

reprodutivo da fêmea, durante a capacitação (Amann, 1987, Amann et al., 

1993). 

 

 

 

2.2 Maturação espermática 

 

 

A célula espermática passa pelo processo de maturação no epidídimo, 

sendo transportada sucessivamente através de seus segmentos, cabeça, 

corpo e cauda, permanecendo estocada neste último, até a ejaculação. A 

maioria dos fluidos e proteínas de origem testicular são reabsorvidos e 

secreções do epitélio seminífero são adicionadas. A maturação do 

espermatozóide depende de uma exposição seqüencial aos fluidos 

epididimários, de diferentes composições (Amann, 1987; Amann et al., 

1993; Amann, 1995). As enzimas e proteínas presentes neste fluido 

modificam os constituintes da membrana plasmática e outros componentes 

da célula, bem como o metabolismo espermático. A célula adquire a 

capacidade de fecundação, de motilidade progressiva e também torna-se 

sensível ao choque frio (Mann & Lutwak-Mann, 1981; Hammerstedt & 

Parks, 1987; Amann,1995). A ação da testosterona é essencial para a 

secreção de proteínas pelo epitélio da cauda e do corpo do epidídimo, 

embora outras secreções possam ser produzidas sem o estímulo de 

andrógenos. Na ejaculação, as células espermáticas recebem ainda os 

conteúdos das glândulas acessórias (próstata, glândulas bulbo-uretrais e 
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vesículas seminais), que são lançadas na uretra (Mann & Lutwak-Mann, 

1981; Amann, 1987; Amann et al., 1993). 

2.3 Capacitação espermática 

 

 

Logo após a ejaculação, o espermatozóide dos mamíferos não é capaz 

de fertilizar oócitos, adquirindo esta capacidade somente após um certo 

período no trato genital da fêmea. Austin (1952) denominou este período 

de capacitação. 

Vários estudos demonstraram que a capacitação é uma etapa de 

maturação do espermatozóide, que envolve vários eventos bioquímicos. 

Ocorrem alterações dentro da célula espermática, como entrada de Ca+2 

(Handrow et al.,1989), elevação do pH citosólico (Parrish et al.,1989), 

redução da ligação das proteínas espermáticas à calmodulina (Leclerc et 

al.,1990), elevação nas concentrações espermáticas de AMP cíclico 

(Parrish et al.,1994), modificação da motilidade espermática (Harrison, 

1996) e fosforilação de proteínas. As etapas iniciais envolvem um 

decréscimo na taxa de colesterol/fosfolipídeos da membrana. A albumina e 

as lipoproteínas de alta densidade (HDL) presentes no trato genital da 

fêmea facilitariam o efluxo de colesterol que ocorre nesta fase (Go & Wolf, 

1985; Ehrerenwald et al.,1990). 

Depois de capacitado, o espermatozóide interage com os oócitos e 

sofre a reação acrossômica, que envolve a fusão da membrana plasmática 

com a membrana acrossomal, com liberação das enzimas do acrossoma. A 

capacitação in vivo ocorre nos genitais da fêmea, mas é possível induzir a 

capacitação in vitro incubando os espermatozóide no fluido do oviduto 
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(Parrish et al.,1989; McNutt & Killian, 1991) ou, em algumas espécies, em 

um meio contendo certos compostos, como seroalbumina (Go & Wolf, 

1985), cálcio (Ca+2) (Handrow et al., 1989), bicarbonato e heparina (Parrish 

et al.,1988; Miller et al., 1990). 

 

 

 

2.4 Criopreservação do sêmen 

 

 

Durante o congelamento e descongelamento há, pelo menos, dois 

tipos de estresse impostos à célula espermática: o primeiro é relativo às 

mudanças de temperatura e o segundo decorre da formação e dissolução 

dos cristais de gelo (Watson, 1995). A rápida redução da temperatura (+20 

a 0 oC), ou choque térmico, causa uma perda na integridade da membrana e 

na função celular. A severidade do efeito é dependente da taxa de 

resfriamento, da variação da temperatura, bem como da espécie. Ocorrem 

alterações na peça intermediária, inativação das mitocôndrias, a cauda se 

dobra em 180o e a movimentação espermática cessa, indicando 

modificações na membrana e em mecanismos intracelulares. Os lipídeos da 

membrana sofrem uma fase de transição de um estado fluido, onde a cadeia 

de ácidos graxos é assimétrica, para um estado de gel, no qual a cadeia de 

ácidos graxos torna-se rígida e paralela (De Leeuw et al., 1990; 

Hammerstedt et al., 1990).  

A gema de ovo é o agente de proteção mais efetivo contra o choque 

térmico, sendo incluída em vários diluidores, mas não é igualmente efetiva 
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em todas as espécies. O espermatozóide suíno é pouco protegido pela 

presença da gema de ovo durante o resfriamento (Benson et al., 1967). O 

componente ativo da gema de ovo, a fosfatidil-colina, age na superfície da 

célula (Simpson et al., 1986), modificando os eventos de transição de fase 

da membrana. Embora os espermatozóides ejaculados do carneiro e do 

touro sejam susceptíveis ao choque frio, os espermatozóides coletados 

diretamente da rete testis ou da cabeça do epidídimo sofrem menos esse 

efeito. Durante a maturação no epidídimo, o espermatozóide não apenas 

recebe a capacidade de movimentação e de fertilização, como também a 

susceptibilidade ao choque frio (Mann & Lutwak-Mann, 1981; 

Hammerstedt & Parks, 1987).  

Mesmo com boas técnicas de preservação, a sobrevivência pós-

descongelação ainda permanece restrita a 50% da população espermática. 

Como conseqüência, na maioria das espécies, os índices de fertilidade 

obtidos com o sêmen congelado são menores que os com sêmen fresco, o 

que em geral é compensado com a inseminação de um número maior de 

espermatozóides. 

Um protocolo ótimo de congelação deverá preservar a maior 

proporção de células e a integridade das diferentes estruturas envolvidas 

(Holt, 2000). As membranas plasmática, acrossomal interna e mitocondrial 

são particularmente vulneráveis ao congelamento, mas o citoesqueleto 

também é afetado pelas modificações ocorridas (Watson, 1995; Holt, 

2000). Como a despolimerização do citoesqueleto é necessária para 

permitir que a membrana plasmática e a membrana externa do acrossoma 

se aproximem e promovam a exocitose do conteúdo acrossomal, isto deve 

ocorrer também na fusão desorganizada de membrana que ocorre na 
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criopreservação. O estresse induzido pela formação dos cristais de gelo é 

associado com alterações de pressão osmótica na fração não congelada (De 

Leeuw et al., 1990; Hammerstedt et al., 1990; Watson, 1995). Com a 

congelação da água e cristalização como gelo, fora da célula, a pressão 

osmótica do remanescente líquido do soluto aumenta, atingindo não só a 

membrana, mas também o citoesqueleto (De Leeuw et al., 1990; Watson, 

1995; Holt, 2000). O glicerol, crioprotetor geralmente utilizado, reduz o 

ponto de congelamento e as concentrações de eletrólitos na fração não 

congelada, reduzindo o dano osmótico às células.  

A congelação provoca alterações em todas as células, mesmo nas que 

sobrevivem ao processo (Watson, 1995). Estas alterações dizem respeito à 

permeabilidade e à fluidez das membranas, permitindo o ingresso do cálcio 

nas células (Robertson & Watson, 1986; 1987). São também observadas 

mudanças em sua composição lipídica (Buhr et al.,1994) e nos padrões de 

polipeptídeos (Ollero et al., 1998). Como conseqüência da desestabilização 

da membrana, a duração de vida da célula espermática fica reduzida. 

As modificações ocorridas durante o processo de criopreservação são 

semelhantes às observadas no espermatozóide capacitado. Watson (2000) 

considera os danos ocorridos na membrana pela criopreservação como uma 

versão desorganizada da reação acrossômica. Entretanto, ao contrário da 

população espermática de um ejaculado, composto de células heterogêneas 

que não adquirem todos os atributos necessários à fertilização ao mesmo 

tempo (Amann et al., 1993), a população de espermatozóides que passa 

pela criopreservação é mais homogênea, estando apta à fertilização em 

apenas um curto espaço de tempo (Watson, 1995).  
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Um problema de importância prática, enfrentado pela indústria de 

congelação do sêmen, é o que se denomina “bons e maus congeladores”. 

Ocorre que, independentemente da qualidade inicial, o sêmen de certos 

indivíduos sofre menos prejuízos com a congelação. No caso dos “maus 

congeladores”, uma alternativa seria aumentar a concentração espermática 

nas amostras desses animais, ou tentar protocolos que possam otimizar os 

resultados de congelação. Entretanto, tais soluções representam custos 

maiores e, em geral, não resolvem o problema (Watson, 1995). 

 

 

 

 

2.5 Avaliação dos reprodutores 

 

 

O primeiro aspecto a considerar na indicação de um reprodutor a 

doador de sêmen é a segurança quanto ao seu valor zootécnico real, com 

apoio em testes de progênie e de desempenho reprodutivo. Dados de 

desenvolvimento ponderal são importantes e devem ser relacionados com o 

desenvolvimento testicular, idade e qualidade de sêmen (Vale Filho, 1989). 

Desta forma, especialmente em touros jovens, a relação do peso corporal, 

circunferência escrotal e a concentração, motilidade e percentual de 

defeitos espermáticos são importantes, devendo ser observados em 

conjunto, na avaliação andrológica. Com referência ao desenvolvimento 

reprodutivo, as raças zebuínas são mais tardias, cronologicamente, quando 

comparadas às taurinas. Vários autores referem que a puberdade e a 
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maturidade sexual têm sido alcançadas em uma mesma faixa de peso 

corporal, porém em idades diferentes, entre as raças européias e indianas 

(Wolf et al., 1965; Fonseca et al., 1975; Cardoso, 1977; Endo et al., 1978; 

Fields et al., 1982; Garcia et al., 1987; Perry et al., 1988). Entretanto, estas 

diferenças não alteram o curso dos eventos morfofisiológicos 

característicos da puberdade e da maturidade sexual, que variam apenas em 

suas etapas cronológicas (Cardoso, 1977).  

Os padrões de julgamento de reprodutores têm sido amplamente 

discutidos, sendo utilizados os critérios de avaliação por pontuação, 

proposto pela American Society for Theriogenology e pelo Colégio 

Brasileiro de Reprodução Animal, com padrões específicos para a 

circunferência escrotal e o comportamento sexual em zebuínos (Fonseca, 

1989; Pineda et al., 1997; Fonseca et al.,1997). 

A crescente utilização das raças zebuínas em várias regiões do Brasil 

tem revelado sua grande adaptabilidade ao meio. No Brasil Central, em 

3.000 exames andrológicos realizados, o desempenho de touros das raças 

zebuínas mostrou-se superior aos animais Bos taurus e suas cruzas (Teles 

Lobo, 1999). Em touros europeus, observa-se acentuada diminuição da 

qualidade do sêmen após três anos em ambiente tropical, ocorrendo 

degenerações testiculares pela dificuldade dos animais em manter 

equilíbrio térmico, o que determinou maior taxa de descarte em animais 

europeus e cruzados do que nos zebuínos (Vale Filho et al., 1979; Valentin 

et al., 1995). Em avaliação andrológica realizada em 600 animais da raça 

Nelore e cruzados Nelore-europeu, aos 20-24 meses de idade, verificou-se 

que os touros Nelore apresentaram melhor qualidade de sêmen do que os 

cruzados, melhor resposta à eletro-ejaculação e menor taxa de descarte 
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(Valentin, 1998). Dados semelhantes foram registrados quanto ao 

congelamento de sêmen, avaliado em 1.239 ejaculados de animais da raça 

Nelore e da raça Marchigiana. Na análise do volume ejaculado, da 

concentração espermática, da motilidade, do vigor, da motilidade pós-

descongelamento, de anormalidades maiores, de anormalidades totais, de 

doses congeladas e doses desprezadas, os reprodutores Nelore 

apresentaram índices superiores em todas as características, com exceção 

do volume ejaculado e doses congeladas, sugerindo maior adaptação da 

raça à região onde foi realizado o estudo (Castro et al., 1992). Entretanto, 

Anchieta et al. (2001), ao analisarem 21.133 ejaculados de touros Bos 

taurus taurus e Bos taurus indicus, doadores de sêmen de central de 

inseminação, não verificaram diferenças significativas no total de 

ejaculados aproveitados e descartados entre as espécies, mas referiram que 

o número médio de doses aproveitadas por ejaculação congelada foi de 143 

nos reprodutores taurinos e de 123 nos zebuínos.  

 

 

 

2.6 Avaliação da qualidade do sêmen 

 

 

A qualidade do sêmen é fator essencial para o êxito da inseminação 

artificial. Por um lado, se relaciona com o potencial genético do touro na 

transmissão de fatores desejáveis à sua progênie, tais como alta 

produtividade, precocidade e boa adaptação ao meio ambiente onde vive. 

De outro lado, a qualidade de sêmen relaciona-se com a capacidade de 
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fecundação dos espermatozóides, que podem sobreviver e fecundar o 

óvulo, mesmo quando submetidos a altas diluições ou a temperaturas de 

congelação (Vale Filho, 1989). 

Os testes de laboratório utilizados para avaliação das amostras de 

sêmen são baseados em diversos critérios, e têm como objetivo alta 

correlação com as taxas de fecundação. Vários testes podem ser utilizados, 

entre eles a verificação da motilidade progressiva, por avaliação 

microscópica do percentual de células móveis, método fotográfico ou 

vídeomicrografia (Elliot, 1973; Casagrande et al.,1979; Amelar,1980), a 

relação entre espermatozóides vivos e mortos (Lasley et al., 1942). O vigor 

da motilidade representa a força da movimentação espermática, influencia a 

velocidade espermática e, em geral, é avaliado em graus de zero a cinco. A 

morfologia espermática pode ser avaliada por microscopia de contraste ou 

interferência de fase (Blom, 1950; Saacke et al., 1968; Blom, 1973; Saacke 

& White, 1972).  

Os testes de termo-resistência avaliam a motilidade espermática após 

a incubação das amostras a temperaturas de +37oC por quatro horas, ou de 

+46oC por 30 minutos (Jondet & Rabadeaux, 1976; Jondet et al., 1978) e 

são indicados como testes complementares. O teste de retenção do 

acrossoma, que é baseado na correlação entre a motilidade e a integridade 

do acrossoma (Saacke, 1970), consiste na incubação da amostra por três 

horas a +37oC, e também é indicado como um teste complementar.  

A avaliação da integridade funcional da membrana, verificada pela 

capacidade de absorção de água para manter o equilíbrio osmótico quando 

o espermatozóide é incubado em solução hiposmótica (teste hiposmótico) 

(Jeyendran et al.,1984; Correa & Zavos, 1994), é também recomendada 
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como teste complementar na avaliação do sêmen. Da mesma forma, a 

utilização de corantes fluorescentes, como diacetato de carboxifluoresceína 

(CFDA) e iodeto de propídio (PI), permite a verificação das células com 

membranas íntegras e das parcialmente ou totalmente danificadas (Harrison 

& Vickers, 1990; Coelho et al.,1995). 

Outras avaliações podem ainda ser realizadas, como a velocidade de 

penetração em muco cervical bovino (Predojevic, 1970), a penetração da 

zona livre de óvulo de hamster (Bousquet & Brackett, 1982) e a 

inseminação heterospérmica (Beatty et al., 1969; Saacke et al.,1980). 

Todos estes protocolos podem ser usados na avaliação da qualidade do 

sêmen bovino congelado, pelas centrais de inseminação ou por organismos 

de controle ou padronização. Existem diferenças acentuadas entre eles, 

tanto no aspecto de facilidade de aplicação, quanto em suas correlações 

com a fecundação a campo. A motilidade espermática, avaliada em 

percentagem de células móveis, tem sido o critério mais utilizado 

(Desjardins & Hafs, 1962; Casagrande et al.,1979; Pace, 1980; Goffaux, 

1986). Com respeito às anormalidades espermáticas, existe uma relação 

inversa com a fertilidade, conforme já referido por vários autores (Blom, 

1950, 1973; Saacke et al.,1968; Saacke & White, 1972; Vale Filho, 1989). 

Os testes de termo-resistência apresentam correlações altas com a 

fertilidade a campo e podem ser associados com a retenção acrossômica 

pós-congelação. Os testes de avaliação da integridade de membrana estão 

correlacionados com a motilidade espermática e com taxas de fertilização 

in vitro (Jeyendran et al.,1984; Correa & Zavos, 1994). 

De acordo com Bartlett (1980), o critério mais importante na 

qualidade do sêmen é o número de espermatozóides viáveis na dose, pois 
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em amostras com número de viáveis inferior a 8 x106/dose, ocorre queda 

no índice de fertilidade (Pace, 1980; Goffaux, 1986). Na relação entre o 

número de espermatozóides na dose inseminante e a fertilidade são também 

observadas variações individuais entre os reprodutores (Hafs et al., 1970; 

Vale Filho, 1989).  

A portaria SDR-26, de 05/09/1996, do Ministério da Agricultura, 

normatiza os padrões de exigência para o sêmen bovino congelado. A 

motilidade pós-descongelação deverá ser de 30% e o vigor da motilidade 

igual ou superior a 3. Nas doses com 10 milhões de espermatozóides 

móveis, o percentual de defeitos totais deverá ser igual ou inferior a 30 e o 

de defeitos maiores, considerados por Blom, 1973, como de influência 

direta na fertilidade, igual ou inferior a 20. Nas doses com 6 a 10 milhões 

de espermatozóides móveis, o limite para o total de defeitos é de 20% e 

para defeitos maiores de 10%. 

Como testes complementares, o Colégio Brasileiro de Reprodução 

Animal (1998) recomenda o teste de termoresistência lento (cinco horas a 

+38oC) e o teste de termoresistência rápido (30 minutos a +46oC), sendo 

liberadas as amostras que apresentarem 15% de espermatozóides móveis ao 

final do teste. Poderá ainda ser utilizado o teste de retenção do acrossoma 

(três horas a +37oC), sendo liberadas as amostras que apresentem, no 

mínimo, 40% de acrossomas íntegros após esta incubação. 

De acordo com Saacke et al. (1994), os reprodutores diferem não 

somente na fertilidade, mas também no número mínimo de 

espermatozóides requeridos para alcançar o nível máximo de fertilidade. 

Os autores referem que no sêmen existem fatores compensáveis, aqueles 

que, quando se eleva o número de espermatozóides na dose inseminante, se 
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obtém maiores índices de fertilidade. Já os fatores incompensáveis estão 

relacionados a diferenças entre os machos e, mesmo com maiores 

concentrações espermáticas na dose inseminante, não há melhora na 

fertilidade.  

2.7 Plasma seminal 

 

 

O plasma seminal é uma mistura complexa de secreções originárias do 

testículo, epidídimos e glândulas acessórias do macho (próstata, glândulas 

bulbo-uretrais e vesículas seminais), que se agrega aos espermatozóides na 

ejaculação, servindo como meio de sobrevivência e de transporte para as 

células espermáticas (Mann & Lutwak-Mann, 1981). É constituído de 

proteínas, carboidratos, vitaminas e minerais. Cerca de 30 a 60% do 

volume ejaculado é representado pela secreções das vesículas seminais, que 

contêm altas concentrações de frutose, ácido cítrico, sódio e potássio e 

prostaglandinas. A secreção prostática é ácida, contendo grandes 

quantidades de sódio, citrato, zinco, além de putrescina, espermidina e 

espermina. Já a secreção das glândulas bulbo-uretrais é mais alcalina que as 

das demais glândulas acessórias (Miller & Ax, 1988). 

Várias substâncias do plasma seminal são capazes de ligar-se ao 

espermatozóide, agindo como fatores de decapacitação, ou estimulando a 

reação acrossômica, a interação espermatozóide-óvulo e a fertilização (First 

& Parrish, 1987; Ax & Lenz, 1987; Miller et al., 1990; Maxwell & 

Johnson, 1999). Foram referidos efeitos do plasma seminal na manutenção 

da motilidade espermática (Baas et al., 1983; Graham, 1994), no aumento 

da resistência ao choque térmico (Pursel et al., 1973; Ollero et al., 1997) e 
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na viabilidade e integridade de membrana do espermatozóide (Maxwell et 

al.,1997). Contrariamente, foram referidos efeitos negativos do plasma na 

motilidade (Iwamoto et al., 1993), na viabilidade (Dott et al., 1979) e na 

motilidade pós-descongelamento (Watson, 1995). 

Para a separação e identificação dos componentes protéicos do plasma 

seminal podem ser utilizadas a gel filtração, a eletroforese unidimensional e 

a eletroforese bidimensional. 

 

 

 

2.8 Eletroforese do plasma seminal 

 

 

Os primeiros trabalhos de eletroforese realizados no plasma seminal 

utilizaram eletroforese em papel, gel de agar, gel de amido, acetato de 

celulose (Szumowski, 1956, 1958; Vesselinovitch, 1959; Rocha, 1974). 

Mais recentemente, tem-se utilizado a eletroforese uni ou bidimensional em 

gel de poliacrilamida (Wolfe et al., 1993; Killian et al., 1993; Frazer et al., 

1996; Flowers, 1998; Mortarino et al., 1998; Brandon et al., 1999). A 

técnica unidimensional separa as frações protéicas de acordo com seu peso 

molecular e a bidimensional permite a separação pela carga elétrica e pelo 

peso molecular (O’Farrel, 1975, O’Farrel et al., 1977).  

 

 

 

2.9 Proteínas do plasma seminal 
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O trabalho pioneiro de eletroforese do plasma seminal em bovinos foi 

conduzido por Larson & Salisbury (1954) e, desde então, a técnica de 

eletroforese vem sendo utilizada para o mapeamento e identificação dos 

componentes protéicos do ejaculado, bem como para investigar a relação 

destes componentes com padrões de fertilidade normais e alterados, 

congelabilidade e/ou viabilidade do sêmen, em várias espécies animais 

(Wolfe et al., 1993; Killian et al., 1993; Frazer et al., 1996; Flowers, 1998; 

Kulkarni et al., 1998) e inclusive no homem (Baccetti et al., 1979; 

Morgentaler et al.,1990; Marchini et al., 1990; Autiero et al., 1991). 

A fração protéica predominante no fluido seminal bovino é constituída 

por um grupo de quatro proteínas ácidas (BSP-A1; BSP-A2, BSP-A3 e 

BSP-30 kDa), que se ligam aos espermatozóides, na ejaculação. Foi 

verificado que são produzidas pelas vesículas seminais e foram 

inicialmente purificadas e caracterizadas por Esch et al. (1983), Manjunath 

& Sairan (1987) e Manjunath et al. (1987). Como a BSP-A1 e a BSP-A2, 

também denominadas de PDC-109 (Esch et al., 1983), possuem idêntica 

seqüência de amino-ácidos, são consideradas uma simples unidade 

bioquímica (Thérien et al., 1999). As BSPs representam 40 a 57% das 

proteínas totais do plasma seminal, sendo 25% a 47% BSP A1-A2, 3% a 

5% BSP-A3 e 3% a 7% BSP-30 kDa (Nauc & Manjunath, 2000). 

As BSPs teriam três funções no metabolismo espermático, agindo 

como fatores decapacitantes, desencadeando a reação acrossomal e 

influindo no transporte de cálcio durante a capacitação. Como fatores 

decapacitantes, as BSPs evitariam a reação acrossomal precoce, devido à 
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sua capacidade de interação com fosfolipídeos de membrana. Como 

desencadeadoras da reação acrossomal, mediam a troca do colesterol e 

fosfolipídeos entre a membrana plasmática do espermatozóide e as 

lipoproteínas de alta densidade do trato reprodutor da fêmea, alterariam a 

permeabilidade das membranas e ativariam a fosfolipase A, facilitando a 

entrada de cálcio. Agiriam ainda, como pontes de ligação entre as 

membranas espermáticas e a calmodulina, participando dos eventos 

regulatórios do transporte de cálcio durante a capacitação e a reação 

acrossomal e, na superfície espermática, promovendo um aumento no 

número de sítios de ligação à heparina (Desnoyers & Manjunath, 1992; 

Manjunath et al., 1993; Thérien et al., 1999). As proteínas BSP estariam 

relacionadas também com as modificações ocorridas na congelação do 

sêmen. Após a criopreservação, foi verificada uma redução de cerca de 

10% das proteínas de membrana do espermatozóide, mas cada uma das 

proteínas BSP sofria uma redução de cerca de 70% (Nauc & Manjunath, 

2000). 

No plasma seminal de suínos, um grupo de proteínas homólogas 

denominadas de espermadesinas, representa mais de 90% das proteínas do 

plasma seminal. São produzidas principalmente nas vesículas seminais, 

mas também pelos túbulos retos e rete testis (Calvette et al.,1995) e estão 

relacionadas com a capacitação espermática e a interação espermatozóide-

óvulo e foram também identificadas no plasma seminal de eqüinos e 

caninos (Töpfer-Petersen et al., 1995). A espermadesina presente no 

plasma seminal de bovinos é a aSFP (acid seminal fluid protein), uma 

proteína ácida, purificada por Einspanier et al. (1991), com papel na 

regulação da motilidade e do metabolismo espermático, protegendo a 
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membrana espermática de processos oxidativos por evitar a peroxidação 

lipídica (Schöneck et al., 1993 e 1996). Recentemente, Tedeschi et al. 

(2000) identificaram outra espermadesina no plasma seminal bovino, que 

foi denominada Z13 e que apresenta características semelhantes às 

referidas para a aSFP.  

É ainda referida a presença de seminalplasmina, proteína com 

atividade antimicrobiana (Scheit et al., 1986), que mais tarde verificou-se 

ser a mesma proteína referida como caltrina (Sitaram et al.,1986), peptídeo 

básico de 6,5 kDa, relacionado à regulação do transporte de cálcio no 

espermatozóide bovino (Clark et al., 1993). Inibidores da acrosina, 

denominados BUSI-I e BUSI-II, também foram identificados no plasma 

seminal (Meloun et al., 1983). O mapeamento protéico do plasma seminal 

de bovinos, realizado através de eletroforese bidimensional e coloração por 

prata e Azul de Comassie, evidenciou 250 manchas protéicas. Entre as 

proteínas identificadas, foram citadas a albumina, a glicoproteína EPV 20, 

a TIMP II, e a clusterina de cadeia alfa (Mortarino et al.,1998).  

A análise do perfil protéico do plasma seminal de bubalinos em gel de 

poliacrilamida indicou que, em casos de patologias, como alteração da 

motilidade, viabilidade e fertilidade dos espermatozóides, ocorria ausência 

de algumas proteínas, o que não foi confirmado em bovinos (Kulkarni et 

al., 1997). Da mesma forma, Martins Júnior et al. (1995a) não verificaram 

associação entre o perfil eletroforético das proteínas do plasma seminal, em 

gel de poliacrilamida a 7%, em sistema tampão descontínuo, com algumas 

características do sêmen como volume, motilidade, concentração e 

patologias espermáticas, em 38 touros de diferentes raças. Entretanto, 

Wolfe et al. (1993) verificaram diferenças entre os polipeptídeos do plasma 
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seminal de bovinos sadios e de animais que sofreram degeneração 

testicular induzida pelo calor.  

 

 

 

2.10 Proteínas do plasma seminal e fertilidade 

 

 

A relação entre a composição protéica do plasma seminal e índices de 

fertilidade de reprodutores foi referida em bovinos, suínos e eqüinos. 

Usando eletroforese bidimensional no plasma seminal de touros de alta 

fertilidade (cerca de 5% acima do índice médio de fertilidade da central de 

inseminação), Killian et al. (1993) referem como marcadores de alta 

fertilidade as proteínas de 55 kDa e de 26 kDa, posteriormente 

identificadas respectivamente como osteopontina (Cancel et al., 1997) e 

lipocalina tipo PGD sintetase (Gerena et al., 1998). Duas outras proteínas, 

de 16 kDa e ponto isoelétrico de 4,1 e 6,7, seriam os marcadores dos 

animais de baixa fertilidade.  

A osteopontina é uma glicoproteína ácida, isolada da matriz óssea 

bovina, cartilagens, pele fetal, cérebro, rins, ovário, útero, bem como da 

urina, bile e leite bovinos (Kerr et al., 1991; Sorensen & Petersen, 1993). 

No homem, foi localizada na superfície luminal de células epiteliais, em 

vários tecidos normais e teria função protetora em infecções bacterianas 

(Brown et al., 1992). Foi também identificada nas células de Sertoli, 

epitélio seminífero e cauda do espermatozóide de ratos (Siiteri et al., 1995). 

Em bovinos, a osteopontina foi localizada nas ampolas e vesículas 
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seminais, mas não foi detectada no testículo, epidídimo, canal deferente, 

próstata e glândula bulbo-uretrais, indicando que a proteína não se ligaria 

ao espermatozóide, ou que teria apenas uma associação transitória com a 

membrana espermática (Cancel et al.,1999). No plasma seminal de 

reprodutores suínos, Flowers (1998) relacionou a presença da proteína de 

55 kDa, descrita por Killian et al. (1993), com índices superiores de 

penetração espermática in vitro. Em fecundações heterospérmicas, o maior 

índice de nascimentos foi atribuído aos animais com concentração elevada 

desta proteína no plasma seminal. Em eqüinos, Brandon et al. (1999) 

identificaram no plasma seminal uma proteína de 72 Kda, pI 5-6, 

positivamente correlacionada com a fertilidade dos reprodutores e que 

apresentou homologia estrutural com a proteína bovina de 55 kDa referida 

por Killian et al. (1993). 

A proteína lipocalina tipo PGD sintetase é expressa no sistema 

nervoso central e nos órgãos genitais de vários mamíferos (Urade & 

Hayaishi, 2000). Glicodelina, como é denominada a lipocalina humana, 

apresenta duas diferentes isoformas glicosiladas, a glicodelina-A (GdA), 

secretada pelo endométrio, placenta, fluido amniótico e a glicodelina-S 

(Gd-S), sintetizada no trato reprodutor masculino, principalmente pelas 

vesículas seminais e secretada no plasma seminal (Koistinen et al., 1996; 

Urade, 1997; Halttunen et al., 2000). Homens oligozoospérmicos 

apresentaram concentrações significativamente menores de PGDS no 

plasma seminal do que homens normozoospérmicos (Tokugawa et al., 

1998). Baixas taxas de fecundação in vitro foram associadas a altos níveis 

de glicodelina total no plasma seminal humano (Koistinen et al., 2000). A 

família lipocalina é capaz de realizar transporte de pequenas moléculas, 
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como retinóides, necessários para o crescimento, diferenciação celular e 

manutenção da integridade epitelial.  

Outro grupo de proteínas do plasma seminal, relacionadas com a 

fertilidade, foi isolado com base em sua capacidade de ligação à heparina. 

O grupo representa cinco classes de proteínas de ligação à heparina 

(heparin binding proteins, HBPs), com pesos moleculares variando entre 14 

a 30-31 kDa e concentração média de 19,2 mg e 0,14 mg/ml no plasma 

seminal bovino ejaculado e membrana espermática, respectivamente 

(Miller et al., 1990; Bellin et al., 1994). Em touros, a presença das HBPs 

21, 24 e 31 kDa na membrana espermática foi associada a índices 

superiores de fertilidade. (Bellin et al., 1996). Os índices de fertilidade dos 

animais com a proteína de 31 kDa presente na membrana espermática 

foram 15% superiores aos índices dos reprodutores nos quais não foi 

verificada a presença da proteína (Sprott et al., 2000) 

 

 

 

2.11 Proteínas do plasma seminal, viabilidade e congelabilidade do 

sêmen 

 

 

A composição protéica do plasma seminal  estaria também 

relacionada a diferenças na manutenção da integridade das células 

espermáticas, viabilidade e congelabilidade do sêmen, em várias espécies. 

Proteínas de baixo peso molecular do plasma seminal teriam efeitos 

negativos na motilidade dos espermatozóides de bovinos (Al-Somai et 
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al.,1994) e de bubalinos (Ahmad et al., 1996). Entretanto, no plasma 

seminal ovino, uma fração de 5-10 kDa protegeria a integridade das células 

espermáticas durante as manipulações ocorridas em procedimentos de 

fecundação in vitro (Ashworth et al., 1994). A incubação de 

espermatozóides ovinos com plasma seminal reverteu as lesões ocorridas 

quando a célula espermática livre de plasma era submetida a choque 

térmico. As proteínas do plasma seminal ligaram-se ao espermatozóide, 

modificando as características funcionais da membrana lesada, avaliada por 

marcadores fluorescentes. Três frações do plasma seminal foram capazes 

de reverter as lesões, mas a fração de 20 kDa apresentou a maior atividade, 

agindo em 50% dos espermatozóides submetidos ao choque térmico 

(Barrios et al., 2000). 

Em suínos, o armazenamento do sêmen por períodos superiores a três 

dias compromete a qualidade espermática, mas existem reprodutores que 

mantêm a capacidade de fertilização por períodos superiores a cinco ou seis 

dias, provavelmente por diferenças individuais no ejaculado dos cachaços 

(Weitze, 1992). Os animais que mantêm a viabilidade espermática por 

períodos mais longos devem ser identificados e o uso estratégico de seu 

sêmen foi indicado como medida prática para evitar baixos índices de 

fertilidade, decorrentes da utilização de doses inseminantes empregadas  

após 48 horas de armazenamento  (Bortolozzo & Wentz, 1997). 

Com referência à congelabilidade do sêmen, Bentley et al. (1984) 

sugeriram que o melhor desempenho na capacidade fecundante do sêmen 

congelado de galos estaria relacionado com a maior concentração de 

determinada proteína presente no plasma seminal e a indicaram como 

parâmetro para a seleção de reprodutores. A composição do plasma seminal 
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eqüino também afeta a criopreservação dos espermatozóides, pois a adição 

de plasma seminal de garanhões de baixa congelabilidade (motilidade 

inferior na descongelação) diminuiu a motilidade espermática. Com a 

análise por microscopia de fluorescência, verificou-se que não ocorreram 

alterações na integridade de membrana (Aurich et al., 1996). 

Em búfalos, a congelabilidade do sêmen foi associada com a 

concentração de proteínas totais (Dhami & Kodagali, 1989). Em bovinos, a 

concentração total de proteínas no plasma seminal estaria inversamente 

relacionada com a congelabilidade do sêmen (Moustafa & Mézáros 1980; 

Pangawkar et al., 1988), pois as proteínas do plasma seminal se ligariam às 

proteínas de membrana do espermatozóide, reduzindo sua resistência, 

aumentando a permeabilidade de membrana e o conseqüente dano celular 

durante o congelamento (Moore & Hibbitt,1976). Entretanto, na raça 

Nelore, a concentração total de proteínas no plasma seminal parece estar 

diretamente relacionada com a congelabilidade do sêmen (Francheschini et 

al., 1993). 

Como possível marcador para a congelabilidade do sêmen em bovinos 

de várias raças, foi referido um polipeptídeo de cerca de 51,8 kDa, presente 

no plasma seminal de 100% dos reprodutores de alta congelabilidade e 

ausente em 75% dos animais de baixa congelabilidade (Roncoletta et al., 

1997). Em animais da raça Gir, a congelabilidade do sêmen foi relacionada 

à presença de um polipeptídeo de peso molecular aproximado de 61 kDa, 

detectado no plasma seminal dos animais de alta congelabilidade e ausente 

no plasma seminal do grupo de baixa congelabilidade. Foram encontradas 

diferenças marcantes e individuais entre os perfis eletroforéticos dos 
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animais, especialmente na faixa de polipeptídeos de pesos moleculares 

superiores a 29 kDa (Roncoletta et al., 1999). 

 

 

2.12 Composição do plasma seminal de taurinos e zebuínos 

 

As diferenças na composição do plasma seminal entre reprodutores 

taurinos e zebuínos, em sua maioria verificadas através de eletroforese 

unidimensional, referem-se a variações na proteína total e presença ou 

ausência de determinadas bandas protéicas. Em touros zebuínos, foram 

evidenciadas 8 frações protéicas no plasma seminal, através de eletroforese 

em acetato de celulose, sendo a maior delas composta de alfa globulinas 

(Rocha et al., 1974a) . Os animais com alterações reprodutivas 

apresentaram variações nas frações de albumina e alfa globulinas (Rocha et 

al., 1974b).  

A análise das proteínas do plasma seminal de taurinos e zebuínos, por 

eletroforese vertical em gel de poliacrilamida a 7%, em sistema tampão 

descontínuo, evidenciou diferenças entre o padrão de migração das 

proteínas entre as referidas espécies e ainda que determinadas bandas 

protéicas presentes em zebuínos estavam ausentes nos reprodutores 

europeus (Martins Júnior et al., 1995b). No plasma seminal de reprodutores 

de diferentes graus de congelabilidade de sêmen, utilizando eletroforese 

unidimensional, Roncoletta (1999) verificou que os touros zebuínos 

apresentaram valores superiores nas bandas protéicas de 14, 45, 49, 56, 60, 

76, 79 e 82 kDa e os taurinos nas bandas de 11, 27, 54, 58, 62, 68, e 72 

kDa. A concentração de proteína total foi superior nas amostras de plasma 
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seminal de zebuínos, enquanto que os taurinos apresentaram o perfil 

protéico mais homogêneo (Roncoletta et al., 1997; Roncoletta, 1999).  

 

 



3  MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Local de execução 

 

 

O experimento foi conduzido junto ao Departamento de Bioquímica 

do Instituto de Ciências Básicas da Saúde da UFRGS, Laboratório de 

Inseminação Artificial de Faculdade de Veterinária da UFRGS e central de 

inseminação artificial Lagoa da Serra S A. 

 

 

 

3.2 Materiais 

 

 

Acrilamida, bis-acrilamida, uréia, glicina, anfolinas, agarose, 

TEMED, azul de Comassie, azul de bromofenol, foram adquiridos da 

Amersham Pharmacia Biotech do Brasil Ltda. SDS,  mercaptoetanol, 

Igepal, persulfato de amônio e marcadores de peso molecular foram 

adquiridos da Sigma. Os demais reagentes de outras marcas (Nuclear, 

Synth e Reagen), eram de qualidade P.A. 
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3.3 Animais 

 

 

Foram utilizados 14 reprodutores adultos, doadores de sêmen de uma 

central de inseminação artificial. Sete eram taurinos, sendo dois da raça 

Holandesa, cinco da raça Red Angus e os outros sete eram zebuínos da raça 

Nelore. Os animais apresentavam índice superior a 90% de ejaculados 

viáveis pós–descongelação do sêmen, apresentando valores superiores aos 

padrões mínimos exigidos pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal 

(1998) e foram considerados, de acordo com os critérios da Central, como 

animais de alta congelabilidade do sêmen. O índice de congelabilidade dos 

reprodutores foi baseado em um total de 2.396 congelações realizadas. 

Todos os animais foram mantidos em regime de manejo e alimentação 

utilizado pela Central.  

 

 

 

3.4 Coleta das Amostras 

 

 

O sêmen foi coletado por vagina artificial e, após o exame, uma 

alíquota de 2,0 ml foi centrifugada por 15 a 20 minutos a 1.500g, para a 

obtenção do plasma seminal, foi mantida em botijão de nitrogênio líquido, 

para posterior análise. De cada reprodutor foi coletada uma amostra de 

plasma seminal, sendo realizadas duas reaplicações de cada uma nos géis 

para eletroforese. As coletas das amostras foram realizadas em agosto de 
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1999 em 10 animais (sete taurinos e três zebuínos) e em novembro de 

2000, em quatro zebuínos. 

 

 

 

3.5 Análise das Amostras 

 

 

As amostras de plasma seminal foram descongeladas à temperatura 

ambiente, centrifugadas 60 minutos a 10.000 g e o sobrenadante foi 

armazenado em alíquotas de 50 l, que foram congeladas e mantidas a - 70 

o C, até o momento do uso. 

 

 

 

3.5.1 Dosagem de proteínas totais 

 

 

Previamente a cada corrida de primeira dimensão foi realizada a 

determinação das proteínas totais de cada amostra, de acordo com LOWRY 

et al. (1951), em espectofotômetro Beckman, modelo DU 640, usando 

como padrão albumina sérica bovina. 

 

 

 

 



 31 

3.5.2 Eletroforese bidimensional  

 

 

Após a dosagem de proteínas, as amostras foram submetidas à 

eletroforese bidimensional conforme descrito por O’Farrel et al. (1977), 

modificado por Rodnight et al. (1988), que consiste na separação das 

proteínas segundo duas propriedades distintas. A primeira dimensão 

(NEPHGE), consiste em uma focalização isoelétrica em gradiente de pH 

não equilibrado, em gel tubular de poliacrilamida a 3,5%, com gradiente de 

pH 2 – 10, obtido através de polímeros com um pKa definido, 

denominados anfolinas. O método é denominado não equilibrado porque as 

proteínas não atingem seu ponto isoelétrico. A segunda dimensão consiste 

em uma eletroforese em placas de gel (SDS-PAGE), onde as proteínas 

previamente separadas na primeira dimensão migram conforme sua massa 

molecular. 

 

 

 

3.5.3 Primeira dimensão  

 

 

A mistura para a preparação do gel utilizado na primeira dimensão 

consistiu de acrilamida/bisacrilamida (29:1) 3,5%; uréia 9,2M; anfolina pH 

2-4 0,5%, anfolina pH 5-7 0,5%, anfolina pH 3,5-10 4,0%, Igepal 2% e 

TEMED 0,2%. Esta mistura permaneceu estocada em alíquotas de 0,4 ml a 

-20 o C e no momento do uso, foi descongelada e adicionada de 0,2 ml de 
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persulfato de amônio a 10%, como agente catalizador, para que ocorresse a 

polimerização do gel . 

Logo após a adição de persulfato, capilares de vidro de 15 cm de 

comprimento e diâmetro interno de 1,0 mm foram preenchidos pela 

mistura, até três a quatro cm da extremidade superior, através de 

mangueiras de silicone. Após a polimerização do gel (cerca de duas a três 

horas), os capilares foram montados na cuba de primeira dimensão, onde 

16 amostras podiam ser simultaneamente submetidas à separação 

eletroforética (Figura 1). 

 

 
 

 

FIGURA 1. Primeira dimensão –NEPHGE. 

 

 

As amostras de plasma seminal foram adicionadas a uma solução de 

uréia 8M. Foram aplicados 100 g e 200 g de proteína, em volume de 15 

l, na porção superior de cada tubo de primeira dimensão, para observação 

das proteínas de baixo e alto peso molecular, respectivamente. Como de 



 33 

alto peso foram consideradas as proteínas de pesos moleculares até 40 kDa 

e como de baixo peso as que apresentassem pesos entre 41 a 200 kDa. 

Sobre a amostra foi aplicado 10 l de solução de uréia 8M contendo 

citocromo C, que serviu como marcador da  frente de corrida.  

Como tampão superior foi utilizado H3PO4 10 mM (anólito) e como 

inferior Na OH 20 mM (católito). A voltagem aplicada foi de 800V, 

corrente de 10 mA e potência de 0,125 W/gel, utilizando-se de fonte EPS 

3501 (Amersham Pharmacia Biotech). A corrida teve a duração de 90 

minutos e foi interrompida quando a banda visível de citocromo C atingiu 

cerca de 7,5 cm de migração. Os capilares foram então retirados da cuba, 

identificados e mantidos em -20oC até o momento da transferência para a 

segunda dimensão.  

 

 

 

3.5.4 Segunda Dimensão  

 

 

3.5.4.1 Preparação do gel 

 

 

Os géis foram confeccionados entre duas placas de vidro (16cm x 

14cm), separadas por espaçadores (1mm de espessura). Para se obter a 

uniformização dos géis, um conjunto de oito placas foi montado em uma 

caixa acrílica, cada par formado por uma placa inteira e outra com bisel. O 

espaço entre as placas foi preenchido com gel de separação. Para a 
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separação das proteínas de baixo peso molecular foi utilizado o gel de 

separação a 15% (acrilamida/bis-acrilamida 39:1, 15%, tampão Tris-HCl 

1,5 M, pH 8,8, SDS 0,1%, glicerol 7,46%, TEMED 0,06% e persulfato de 

amônio 0,045%, em volume total de 400ml). Como marcador de peso 

molecular foi utilizado o padrão Sigma M3913, de pesos moleculares de 

6,5 a 66 kDa. 

Para a separação de proteínas de alto peso molecular foi utilizado o 

gel a 8% (acrilamida/bis-acrilamida  39:1, 8%, tampão Tris-HCl  1,5 M, pH 

8,8, SDS 0,1% , glicerol 7,46%, TEMED 0,06 % e persulfato de amônio 

0,045%, volume total de 400ml). O gel de separação foi colocado até a 

altura de 2,5 cm da borda superior da placa com bisel. Como  marcador de 

peso molecular foi utilizado o padrão SDS 6H (Sigma), de pesos 

moleculares entre 29 a 205 kDa . 

Após a polimerização do gel de separação (cerca de 90 minutos), foi 

colocado sobre ele o gel de entrada (acrilamida/bis-acrilamida 39/1, 4%, 

tampão Tris-HCl 500mM, pH 6,8, SDS 0,1%, TEMED 0,05% e persulfato 

de amônio 0,098%). Após a total polimerização dos géis, a caixa acrílica 

era desmontada e o conjunto de placas contendo os géis era guardado sob 

refrigeração, envolto em plástico. No momento do uso, as placas foram 

fixadas nas cubas acrílicas de segunda dimensão. 

 

 

 

3.5.4.2 Transferência 
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A transferência consiste na passagem dos géis tubulares dos capilares 

de vidro para as placas de segunda dimensão. O géis de primeira dimensão 

foram descongelados e expulsos rapidamente dos capilares, com auxílio de 

uma seringa conectada a uma mangueira de silicone, para uma solução de 

equilíbrio (Tris 25 mM, glicina 190mM, SDS 2%, -mercaptoetanol 1% e 

azul de bromofenol, 4 ml por gel). Os géis permaneceram nesta solução por 

15 minutos sob agitação suave. Esta etapa é necessária para que as 

proteínas presentes no gel de primeira dimensão combinem-se com o SDS 

e possam ser separadas na segunda dimensão. Posteriormente, os géis de 

primeira dimensão foram colocados horizontalmente sobre o gel de 

entrada, nas placas de SDS-PAGE, de dois a dois, com as extremidades 

ácidas voltadas para dentro da placa. Após a retirada de bolhas, foram 

fixados com agarose 0,5%, contendo 1% de  -mercaptoetanol (Figura 2). 

 

 
 

 

FIGURA 2. Esquema representando a segunda dimensão. 
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A parte superior da cuba foi preenchida com tampão superior (Tris 25 

mM, glicina 190 mM, SDS 0,1%- pH 8,8) e a inferior com tampão Tris -

HCL 50 mM, pH 8,0. A corrida iniciava com a voltagem máxima fixada de 

125V, corrente de 20 mA/placa, utilizando-se a fonte EPS 301 (Amersham 

Pharmacia Biotech.). A corrida tinha duração de aproximadamente 6,5 

horas, utilizando-se como frente de corrida o azul de bromofenol. 

 

 

 

3.5.4.3 Coloração e secagem dos géis 

 

 

Após a corrida eletroforética, os géis de SDS-PAGE foram retirados 

das cubas e colocados em solução corante de Azul de Comassie  (Comassie 

Blue 250 R,  0,15%; ácido acético 7%; metanol 53%, em água bidestilada), 

por aproximadamente 18 horas. Após esse período, retirava-se o corante e 

os géis eram colocados em solução fixadora (ácido acético 7%  e metanol 

53%, em água bidestilada), durante cerca de 3 horas, sob agitação, com 

substituição da solução a cada hora. Ao término desta etapa, a solução de 

fixação foi substituída pela solução de secagem, composta de glicerol 1%, 

metanol 50%, em água). Os géis foram mantidos nesta solução por duas 

horas sob agitação e, a seguir, colocados para secar entre duas folhas de 

papel celofane, sobre uma placa de vidro, à temperatura ambiente. Depois 

de secos, os géis foram identificados e escaneados (Scan Jet 6100-HP), 

para quantificação das proteínas.  
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3. 6 Quantificação das proteínas 

 

 

A quantificação das bandas protéicas foi baseada na densidade óptica 

das bandas, analisada pelo programa Optic Quant Acquisition & Analysis 

(version 02.00, Packard Instruments Company). A densidade óptica das 

bandas protéicas analisadas, expressa em pixéis, foi quantificada em 

percentagem relativa, isto é, em relação ao total de proteínas de uma área 

previamente definida e constante para todos os géis, que representou 100% 

e cada banda correspondeu a um percentual deste total. Através do peso 

molecular e ponto isoelétrico (pI) aproximados, foi verificada a 

correspondência das bandas protéicas analisadas a proteínas específicas já 

identificadas no plasma seminal bovino. 

 

 

 

3.7 Identificação das proteínas por seqüenciamento do N-terminal  

 

 

As bandas protéicas 7 e 23 foram encaminhadas para o MGIF 

(Molecular Genetics Instrumentation Facility) da Universidade da Georgia, 

EUA, para identificação do N-terminal por seqüenciamento automatizado, 

através do seqüenciador de proteínas modelo 494 (Applied Biosystems). 

Para tanto, foi realizada sua transferência dos géis secos para um disco de 
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PVDF (Hybond-P, Amersham Pharmacia), de acordo com o método 

descrito por Gonçalves & Rodnight (1993).  

3.7.1 Eletrotransferência para membrana de PVDF  

 

 

As proteínas de interesse foram removidas de oito géis de segunda 

dimensão e transferidas para a membrana pelo método de Gonçalves e 

Rodnight (1993), que possibilita a transferência de proteínas contidas em 

vários géis bidimensionais para um único disco de PVDF.  

 

 

 

3.7.1.1 Rehidratação do gel  

 

 

As bandas contendo as proteínas de interesse foram cortadas dos géis 

bidimensionais e equilibradas em 1ml de tampão para equilíbrio 

(CAPS10mM 19 ml, glicerol 40%, SDS 0,5%), por 15 minutos. Após, o 

celofane que recobria as peças foi retirado e estas foram recolocadas nesse 

tampão, preparado sem SDS e adicionado de 50 l de beta- mercaptoetanol. 

As peças permaneceram nesse meio por 35 minutos, com agitação suave a 

cada 5 minutos, sendo após colocadas na coluna de eletrotransferência. 
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3.7.1.2 Coluna de eletrotransferência 

 

 

Um capilar de vidro (11cm x 5mm de diâmetro), preenchido com um 

gel de suporte (acrilamida/bis 39:1, 5%; Tris-HCl pH 8,0 378mM; TEMED 

0,1% e persulfato de amônio 0,066%) foi preparado com um dia de 

antecedência, e mantido em geladeira até o uso. A coluna de vidro, 

contendo o gel polimerizado, foi conectada a uma rolha de borracha 

perfurada longitudinalmente, para o posterior encaixe na cuba de 

eletrotransferência. As peças de gel, previamente equilibradas, foram 

colocadas sobre o gel de suporte e recobertas com agarose 0,5%, após a 

retirada de bolhas. Logo após a agarose ter gelificado, colocava-se sobre 

ela 0,1 ml de tampão CAPS glicerol (CAPS 10mM, glicerol 40%) e sobre 

este o tampão superior (CAPS 10mM, metanol 20%, pH 13). O disco de 

PVDF foi então colocado sobre a extremidade superior da coluna e 

recoberto com membrana de diálise, que foi fixada na coluna através de 

anéis de borracha. 

 

 

 

3.7.1.3 .Eletrotransferência 
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A coluna foi colocada na cuba, sendo após colocados o tampão 

inferior (CAPS 10mM, pH 13) e superior (CAPS 10mM, metanol 20%, pH 

13), respectivamente nas extremidades inferior e superior da cuba, que foi 

conectada à fonte EPS 300, com voltagem de 300 V e amperagem de 10 

mA, durante 1 hora. O disco de PVDF foi retirado e colocado sobre um 

papel absorvente para secagem, sendo posteriormente encaminhado para 

realização do seqüenciamento. 

A proteína 23 foi submetida a digestão tríptica, pois apresentava o N-

terminal bloqueado, impossibilitando seu seqüenciamento. 

 

 

 

3.8 Digestão tríptica 

 

 

De acordo com a metodologia descrita anteriormente, foi realizada a 

transferência da proteína 23, dos géis secos para um disco de nitrocelulose 

(Hybond-ECL, Amershan Pharmacia). Após este procedimento, o disco de 

nitrocelulose foi bloqueado com PVP-360 em ácido acético 0,6%, por 60 

minutos a 37oC, lavado repetidamente com água ultra pura e após com 

tampão bicarbonato de amônio 50 mM. A seguir, o disco de nitrocelulose 

foi incubado com 25 l de tripsina TPCK-tratada em 0,1% de TFA (1 

mg/ml) em um frasco contendo 200 l de tampão bicarbonato de amônio 

50 mM, por 18 horas a 37oC. Após este período, novamente foi adicionado 

de 25 l de tripsina TPCK-tratada e incubado por 6 horas. A digestão foi 

interrompida pela adição de TFA 10%. O eluato foi obtido através de duas 
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lavagens do disco de nitrocelulose com 200 l de água ultra pura. Este 

eluato, contendo os peptídeos resultantes da ação da tripsina sobre a 

proteína, foi liofilizado e enviado para seqüenciamento. 

 

3.9 Imunoidentificação 

 

 

Para confirmação da identidade de duas proteínas de alto peso 

molecular detectadas neste trabalho, foi realizada a técnica de western 

blotting, ou imunoidentificação. 

 

 

 

3.9.1 Imunoidentificação de osteopontina  

 

 

O procedimento de imunoidentificação envolveu a transferência das 

proteínas de géis de poliacrilamida a 8% para a membrana de nitrocelulose 

e posterior reação com anticorpo policlonal anti–osteopontina, seguido do 

método da peroxidade-estreptoavidina-biotina e luminol. O anticorpo anti 

osteopontina foi cedido pelo Dr. Gary Killian, do J. O. Almquist Center - 

Pennsylvania State University-EUA.  

 

 

 

3.9.1.1 Eletrotransferência 
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A proteína foi transferida do gel para a membrana de nitrocelulose, 

através do sistema semi-seco (Bio Rad). Após a corrida eletroforética, o gel 

foi montado sobre o ânodo do aparelho, da seguinte forma: duas folhas de 

papel filtro para blotting (Amersham Pharmacia), a membrana de 

nitrocelulose (Hybond-ECL, Amersham Pharmacia), o gel cortado, 

contendo a área da proteína de interesse e novamente, duas folhas de papel 

filtro. As folhas de papel filtro e a nitrocelulose apresentavam a mesma 

dimensão do gel a ser transferido e, previamente, todos foram embebidos 

em tampão Bjerrum (Tris 48mM, glicina 39mM, metanol 20%). O cátodo 

foi colocado sobre este sistema de camadas e as condições de transferência 

foram de 15 V de voltagem e 2,0 mA/cm2 de corrente, por 60 minutos. 

Após a transferência, a membrana de nitrocelulose foi imersa por cinco 

minutos em solução fixadora (metanol 40% e ácido acético 10%) e lavada 

com água destilada. Para confirmação da transferência, a membrana foi 

corada durante três minutos com corante de Ponceau (Ponceau 0,5% e 

ácido acético 15% em água bidestilada) e descorada em água bidestilada. 

 

 

 

3.9.1.2  Imunoidentificação  

 

 

A membrana de nitrocelulose foi incubada com 3 ml de M-TBS (milk 

–TBS), que consiste de 5% de leite em pó desnatado em TBS (Tris 20mM, 
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NaCl 500mM; pH7,5), em agitação suave, a 4oC, por 18-20 horas. Esta 

etapa, denominada bloqueio, é realizada para que a caseína se ligue a todos 

os locais da nitrocelulose onde não ocorreu ligação com proteínas da 

amostra, impedindo a ligação inespecífica do primeiro anticorpo com a 

membrana de nitrocelulose. Após o bloqueio, a nitrocelulose foi lavada três 

vezes com 3ml de T-TBS (TBS adicionado de 0,05% de Tween-20), cada 

lavagem com duração de cinco minutos e incubada por duas horas, sob 

agitação, com o primeiro anticorpo, anticorpo policlonal anti-osteopontina 

caprina, diluído em M-TBS na proporção de 1:1000, sendo posteriormente 

lavada por 15 minutos em T-TBS. Em seguida, realizou-se a incubação 

com o anticorpo secundário, anti-imunoglobulina biotinilada de coelho, 

conjugada a peroxidase e estreptoavidina (PACTH 173537, Amersham 

Pharmacia), por duas horas, sob agitação suave. O anticorpo foi diluído em 

1:3000 em M-TBS e, ao final desta etapa, foi repetido o protocolo de 

lavagens já descrito. A identificação da reação foi efetuada através da 

revelação de filme de raio X utilizando-se o método do luminol. Este 

método baseia-se na reação do luminol com a peroxidase existente na 

membrana, com emissão de luz, que pode ser detectada pela impressão em 

filme de raio X. A membrana foi imersa por um minuto nos reagentes 1 e 2 

(1:1) do luminol e colocada em contato com o filme de raio X (X-Omat 

Kodak), por aproximadamente 40 segundos. 

 

 

 

3.9.2. Imunoidentificação de albumina 
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A imunoidentificação da albumina foi realizada conforme o protocolo 

descrito nos ítens 3.9.1.1 e 3.9.1.2, com algumas modificações, o bloqueio 

da membrana de nitrocelulose foi realizado com 2% de PVP 40 (2% de 

Polivinil pirrolidona em TBS). Como primeiro anticorpo foi utilizado 

anticorpo monoclonal anti-albumina sérica bovina (Sigma B2901), na 

diluição de 1:800 e como anticorpo secundário foi utilizado anti IgG de 

camundongo biotinilado, conjugado a peroxidase e estreptoavidina 

(PACTH 150714, Amersham Pharmacia).  

 

 

 

3.10 Delineamento experimental e Análise estatística 

 

 

O delineamento experimental foi completamente casualizado, em um 

fatorial hierárquico, sendo considerado um dos fatores a espécie e outro 

fator os touros dentro da espécie. 

Os logaritmos das percentagens relativas das bandas protéicas foram 

comparados entre as espécies por análise de variância (teste F). Para 

verificação da amplitude de variação das bandas protéicas, foi utilizado o 

coeficiente de variação, o quociente do desvio padrão pela média, 

multiplicado por 100. Como teste complementar foi utilizado o teste de 

Tukey, usando-se o nível de significância de 5%. O programa estatístico 

utilizado foi o SAS (Statistical Analysis System). 



4 RESULTADOS 

 

4.1 Dosagem de proteína total  

 

 

Os valores médios observados na dosagem de proteína total realizada 

no plasma seminal dos reprodutores não diferiram estatisticamente entre as 

espécies, sendo de 75,96 mg/ml  17,67 para os taurinos e, para os 

zebuínos, de 75,16 mg/ml  19,54.  

 

 

 

4.2 Proteínas de baixo peso molecular (10-40 kDa) 

 

 

Onze bandas protéicas foram analisadas e identificadas através de 

numeração ímpar, de 3 a 23, conforme pode-se verificar na Figura 3. 

Na Tabela 1 estão expressos os valores do peso molecular e do ponto 

isoelétrico (pI) aproximados, médias e desvio padrão das densidades 

ópticas observadas nas bandas protéicas de baixo peso molecular avaliadas 

nas amostras de plasma seminal de reprodutores taurinos e zebuínos e os 

valores de P (valores da probabilidade do teste de comparação entre os 

reprodutores taurinos e zebuínos). 

Pela análise do plasma seminal dos reprodutores taurinos e zebuínos 

(Tabela 1), verifica-se a presença de proteínas de pesos moleculares entre 

10 e 26 kDa e pontos isoelétricos entre 4,1 e 8,5. As principais bandas 
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evidenciadas situaram-se em pesos moleculares de 10 a 16 kDa. A proteína 

mais ácida foi a 5 (16-17 kDa), com pI entre 4,1– 4,8 e a mais básica a 

banda 17 (15-16 kDa), com pI entre 8-8,5.  

 

 

FIGURA 3. Representação esquemática das bandas protéicas de baixo peso molecular 

do plasma seminal bovino e gel contendo os marcadores de pesos 

moleculares. Em A: Representação esquemática das bandas protéicas de 

baixo peso molecular do plasma seminal bovino. A numeração indica as 

bandas descritas na Tabela 1. Em B: Proteínas do gel SDS-PAGE a 15%, 

visualizadas por azul de Comassie, contendo os marcadores de peso 

molecular e os respectivos pesos moleculares. 

 

 

Em ambas as espécies, a banda protéica 3 foi a mais proeminente, com 

valores de 14,79% em europeus e de 16,70% em zebús. Nas demais bandas 

avaliadas, os maiores percentuais ocorreram, em taurinos, nas bandas 7 

(2,66%), 21 (2,0%), 11 (1,39%), 5 (1,34%) e em zebuínos, nas bandas 21 

(2,27%), 5 (1,99%), 7 (1,82%), 9 (1,52%) e 11 (1,2%). 
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Tabela 1 - Pesos moleculares (PM) e pontos isoelétricos (pI) aproximados, média e 

desvio padrão das densidades ópticas relativas das bandas protéicas de 

baixo peso molecular analisadas nas amostras de plasma seminal de 

reprodutores taurinos e zebuínos e valores de P entre as espécies 

 

Banda 

protéica 

PM 

kDa 
pI 

Taurinos Zebuínos 

P* Média 

% 

Desvio 

 

Média 

% 

Desvio 

 

3 15 -16 4,7-5,2 14,79   3,45 16,70  5,86 0,89 

5 16 -17 4,1-4,8 1,34   0,36 1,99  0,74 0,021 

7 11 -12 4,8-4,9 2,66   0,43 1,82  0,61 0,015 

9 14 -15 5,5-6,0 0,92   0,34 1,52  1,50 0,15 

11 13 -14 6,0-6,5 1,39   0,54 1,20  0,19 0,406 

13 14 -15 6,5-7,5 0,15   0,30 0,55  0,82 0,239 

15 11- 12 7,5-8,0 0,55   0,08 0,68  0,09 0,003 

17 14 -16 8,0-8,5 0,59   0,19 0,78  0,29 0,11 

19 16 -18 7,0-7,5 0,16   0,25 0,41  0,29 0,07 

21 20-24 7,2-7,5 2,00   0,33 2,27  0,40 0,039 

23 20-22 4,8-5,2 0,54   0,14 0,30  0,25 0,041 

*Valor da probabilidade do teste de comparação entre espécies  
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Dentre as 11 bandas analisadas, cinco diferiram estatisticamente entre 

as espécies, as proteínas denominadas 5 (16-17 kDa, pI 4,1-4,8), 7 (11-12 

kDa, pI 4,8-4,9), 15 (11-12 kDa, pI 7,5-8,0), 21 (20-24 kDa, pI 7,2-7,5) e 

23 (20-22 kDa, pI4,8-5,2), sendo que os reprodutores europeus 

apresentaram densidades ópticas superiores (P<0,05) nas bandas protéicas 

7 e 23 e os zebuínos nas bandas 5, 15 e 21. As figuras 4 e 5 apresentam as 

bandas protéicas que diferiram significativamente entre as espécies.  

 

FIGURA 4. Proteínas do plasma seminal bovino com densidades ópticas superiores nas 

amostras de taurinos. Gel SDS-PAGE a 15%, corado por Comassie Blue. A 

seta superior indica a direção do gradiente de pH não equilibrado 

(NEPHGE) na primeira dimensão. Os marcadores de peso molecular e os 

respectivos pesos estão colocados à direita. As setas indicam as bandas 

protéicas com densidades ópticas superiores em taurinos. 
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FIGURA 5. Proteínas do plasma seminal bovino, com densidades ópticas superiores nas 

amostras de zebuínos. Gel de SDS-PAGE a 15%, corado por azul de 

Comassie. A seta superior indica a direção do gradiente de pH não 

equilibrado, na primeira dimensão. Os marcadores de peso molecular estão 

colocados à direita, com os respectivos pesos. As setas indicam as bandas 

protéicas com densidades ópticas superiores em zebuínos. 

 

 

As bandas protéicas avaliadas não apresentaram a mesma freqüência 

de aparecimento nas amostras das espécies, nem o mesmo coeficiente de 

variação, evidenciando também variações individuais significativas, 

conforme verificado na Tabela 2.  

Em reprodutores taurinos, com exceção das bandas 13 (14-15 kDa, pI 

6,0-6,5) e 19 (16-18 kDa, pI 7,0-7,5) presentes nas amostras de 28,60% 

(2/7) dos reprodutores, as demais proteínas foram evidenciadas nas 

amostras de plasma seminal de 100% dos animais. 
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Tabela 2 - Freqüência relativa, coeficientes de variação (CV) das proteínas de baixo 

peso molecular do plasma seminal dos reprodutores taurinos e zebuínos e 

valores de P entre os reprodutores 

 

 

Banda 

Taurinos Zebuínos 

Freqüência 

% 

P* C.V. Freqüência 

% 

P* C.V. 

3 100 (7/7) 0,810 23,33 100 (7/7) 0,023 35,09 

5 100 (7/7) 0,349 26,86 100 (7/7) 0,008 37,21 

7 100 (7/7) 0,232 16,16 100 (7/7) 0,011 33,50 

9 100 (7/7) 0,066 36,95 100 (7/7) 0,034 98,83 

11 100 (7/7) 0,023 38,84 71 (5/7) 0,000 69,16 

13 28,60(2/7) 0,000 200,00 57 (4/7) 0,008 149,46 

15 100 (7/7) 0,023 14,54 100 (7/7) 0,102 13,08 

17 100 (7/7) 0,000 32,20 100 (7/7) 0,000 115,29 

19 28,60 (2/7) 0,000 156,25 71 (5/7) 0,000 73,82 

21 100 (7/7) 0,000 16,50 100 (7/7) 0,008 17,78 

23 100(7/7) 0,000 25,92 71 (5/7) 0,002 85,20 

*Valor da probabilidade do teste de comparação entre reprodutores 
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As bandas protéicas 3 (15-16 kDa, pI 4,7-5,2), 5 (16-17 kDa, pI 4,1-

4,8), 7 (11-12 kDa, pI 4,8-4,9) e 9 (14-15 kDa, pI 5,5-6,0) não 

apresentaram variações entre os touros e as demais diferiram 

significativamente entre eles. 

Em zebuínos, as proteínas 11 (13-14 kDa, pI 6,0-6,5), 19 (16-18 kDa, 

pI 7,0-7,5) e 23 (20-22 kDa, pI 4,8-5,2) foram evidenciadas nas amostras 

de 71% dos reprodutores (5/7), a banda 13 (14-15 kDa, pI 6,5-7,0) em 57% 

(4/7) e as demais bandas estiveram presentes nas amostras de 100% dos 

animais. Nesta espécie, apenas a banda protéica 15 (11-12 kDa, pI 7,5-8,0) 

não apresentou diferença significativa entre os touros.  

Analisando-se os coeficientes de variação, verifica-se que os menores 

coeficientes em reprodutores taurinos ocorreram nas bandas protéicas 15 

(14,54), 7 (16,16), 21 (16,50), 3 (23,33) e em zebuínos nas bandas 15 

(13,08) e 21 (17,78). Na maioria das proteínas avaliadas, os maiores 

coeficientes de variação ocorreram na espécie zebuína. Tanto em 

reprodutores europeus quanto em zebuínos, o menor coeficiente de 

variação foi observado na banda 15 e o maior na banda 13.  

 

 

 

4.2.1 Seqüenciamento da banda protéica 7 

 

 

O seqüenciamento N-terminal da banda 7, realizado no Molecular 

Genetics Instrumentation Facility (MGIF) da Universidade da  Georgia, 

EUA, apresentou a seqüência M/G  D  W  L  P  R  N  T  N/G  X/G G  XG  
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I  L  X/K, idêntica à da proteína ácida do fluido seminal bovino, aSFP. Os 

códigos da seqüência, obtidos através dos bancos de dados de proteínas 

PIR-International e SWISS-PROT, foram respectivamente, JQ1403 e 

P29392. Estes dados, bem como o perfil de eluição dos amino-ácidos, estão 

dispostos no Anexo A. 

 

 

4.2.2 Identificação da seqüência protéica da banda 23 

 

 

A seqüência protéica da banda 23, YV [IGYPN] [XK] [NLE] [PI] 

[XG] X [AGK] [XLI] XXVXQ, cujo seqüenciamento foi também realizado 

no Molecular Genetics Instrumentation Facility (MGIF), mostrou 

similaridade estrutural com a proteína clusterina, código A35744 no Banco 

de seqüenciamento protéico PIR-International e P17697 no Banco SWISS-

PROT, conforme se verifica no Anexo B.  

 

 

 

4.3 Proteínas De Alto Peso Molecular (41-200 kDa) 

 

 

As proteínas de alto peso molecular foram avaliadas de três bandas 

protéicas, denominadas 25, 27 e 29, conforme se observa na Figura 6 e na 

Tabela 3. 
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FIGURA 6. Proteínas de alto peso molecular do plasma seminal bovino. Gel SDS-

PAGE a 8%, corado por azul de Comassie. A seta superior indica a direção 

do gradiente de pH não equilibrado (NEPHGE) na primeira dimensão. Os 

marcadores de peso molecular e respectivos pesos estão colocados à 

direita. 

 

 

A Tabela 3 apresenta os pesos moleculares e pI aproximados das 

bandas protéicas de alto peso molecular e valores das médias e desvio 

padrão das densidades ópticas das bandas observadas nas amostras de 

plasma seminal de reprodutores europeus e zebuínos, em géis de 

poliacrilamida a 8% e os valores de P (valores da probabilidade do teste de 

comparação entre os reprodutores taurinos e zebuínos). 

Verifica-se, pela Tabela 3, a presença de bandas protéicas de pesos 

entre 55 e 195 kDa, e pI entre 4,5 a 8. As percentagens relativas das 

proteínas situaram-se entre 1,22 a 2,13%. As três bandas analisadas foram 

detectadas nas amostras de 100% dos reprodutores europeus e zebuínos.  
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TABELA 3 - Pesos moleculares (PM) e pontos isoelétricos (pI) aproximados; média 

(%) e desvio padrão das densidades ópticas relativas das bandas 

protéicas de alto peso molecular observadas nas amostras de plasma 

seminal de reprodutores taurinos e zebuínos e valores de P entre as 

espécies e entre os reprodutores 

 

Banda 

Protéica 

PM 

KDa 
pI Taurinos  Zebuínos P ** 

   
Média Desvio p*  Média Desvio P*  

25 

27 

195 

65-75 

6,5-7,5 

5,4 

1,39 

2,02 

 0,23 

 0,28 

0,51 

0,96 

 1,45 

2,13 

 0,33 

 0,58 

0,08 

0,00 

0,97 

0,56 

29 55 4,5 1,59  0,50 0,49  1,22  0,18 0,74 0,02 

*  Valor da probabilidade do teste de comparação entre reprodutores  

** Valor da probabilidade do teste de comparação entre espécies  
 

 

A maior densidade óptica foi observada na banda protéica 27, com 

valores de 2,02% para taurinos e 2,13% para os zebuínos. Apenas a banda 

29 evidenciou diferença significativa na densidade óptica entre as espécies, 

as demais não apresentaram variações. As bandas protéicas analisadas não 

apresentaram variações significativas nas densidades ópticas entre as 

amostras de plasma seminal dos reprodutores taurinos. Na espécie zebuína, 

apenas a banda 27 diferiu significativamente entre os touros. 

Os coeficientes de variação das bandas 25, 27 e 29 foram, 

respectivamente de 16, 14 e 31 para os taurinos e de 23, 27 e 15 para os 

zebuínos. 
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4.3.1 Imunoidentificação da albumina 

 

 

A banda 27 foi imunoidentificada como albumina, utilizando-se o 

anticorpo monoclonal específico (anti-albumina sérica bovina), o qual 

não reagiu com nenhuma outra banda protéica na amostra avaliada, 

conforme observado na Figura 7. 

 

FIGURA 7. Imunoidentificação da albumina. Em A, a seta indica a posição da 

proteína no gel a 8%, corado. Em B: autoradiografia, mostrando a 

imuno detecção com antialbumina, da proteína (albumina) 

eletrotransferida do gel SDS-PAGE em membrana de nitrocelulose. 

 

 

4.3.2 Imunoidentificação da osteopontina 

 

 

Para realização da imunodetecção da osteopontina, foi utilizado o 

anticorpo policlonal específico (anti-osteopontina caprina), que 

reconheceu a proteína de 55 kDa, pI 4,5 presente no gel 2D SDS-PAGE a 
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8%, não reagindo com nenhuma outra banda protéica do plasma seminal 

bovino, o que pode ser observado na Figura 8. 

 

 

FIGURA 8. Imunoidentificação da osteopontina. Em A, a seta indica a posição da 

proteína no gel a 8%, corado. Em B: autoradiografia, mostrando a imuno 

detecção com antiosteopontina, da proteína (osteopontina) 

eletrotransferida do gel SDS-PAGE em membrana de nitrocelulose.  
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5  DISCUSSÃO 

 

5.1 Dosagem de proteína 

 

 

Os valores observados na dosagem de proteína total são semelhantes 

aos citados por Nauc & Manjunath (2000), Moustafa & Mézáros (1980), 

Pangawkar et al. (1988). Os últimos autores referiram ainda uma relação 

inversa entre a concentração total de proteínas no plasma seminal e a 

congelabilidade do sêmen, entretanto, Francheschini et al. (1993) 

observaram uma relação direta entre esses parâmetros. A ausência de 

variação na concentração de proteínas totais, entre taurinos e zebuínos, 

neste trabalho, pode ser explicada pelo fato de que os reprodutores de 

ambas as espécies não diferiam quanto à congelabilidade do sêmen. 

Contrariamente, Roncoletta (1999) encontrou variações significativas na 

concentração de proteínas totais em zebuínos (70,80 mg/ml  9,56) e 

taurinos (57,30  11,76) de alta congelabilidade do sêmen. Esta diferença 

pode ter ocorrido em razão do autor ter efetuado as coletas das amostras em 

diferentes períodos do ano, durante seis meses, o que poderia ter 

evidenciado flutuações na concentração protéica do plasma seminal.  
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5.2 Proteínas de baixo peso molecular 

 

 

Com relação às bandas protéicas analisadas nos géis de poliacrilamida 

a 15%, observa-se que nas amostras de plasma seminal dos reprodutores 

taurinos verificou-se maior uniformidade de aparecimento das bandas 

protéicas, bem como menores coeficientes de variação e menor variação 

individual entre elas. Este resultado é semelhante ao de Roncoletta (1999), 

que considerou que o perfil protéico mais homogêneo dos taurinos se 

deveria à seleção genética que a espécie vem sendo submetida ao longo do 

tempo. 

A banda 7 (identificada como aSFP por seqüenciamento N- terminal) 

e a 23 (identificada como clusterina), que apresentaram densidades ópticas 

significativamente superiores nas amostras de plasma seminal dos 

reprodutores taurinos, foram evidenciadas em 100% das amostras de ambas 

as espécies, indicando-as como possíveis marcadores das diferenças no 

perfil protéico do plasma seminal entre as espécies. 

A banda 7 não apresentou variação significativa entre os reprodutores 

taurinos, indicando haver uma uniformidade em sua expressão entre os 

reprodutores desta espécie. Entretanto, entre os zebuínos, ocorreu variação 

significativa em sua concentração. A aSFP é uma proteína ácida, secretada 

pelas vesículas seminais, ampolas e epidídimo bovinos (Einspanier et al., 

1991; Wempe et al., 1992). Pertence à família das espermadesinas, que no 
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suíno inclui muitas lecitinas que se ligam ao espermatozóide e à zona 

pelúcida. De acordo com Einspanier et al., (1991), a função da aSFP no 

plasma seminal bovino não foi ainda bem definida. Entretanto, foi 

verificado que na fecundação in vitro, a referida proteína liga-se fracamente 

ao espermatozóide, não estando relacionada à interação de gametas. Ela age 

como fator decapacitante ao invés de molécula de ligação à zona pelúcida 

(Dostàlovà et al,.1994). Em concentrações fisiológicas, protegeria a 

membrana espermática de processos oxidativos por reduzir a peroxidação 

lipídica (Schöncek et al.,1993, 1996). Ao analisar as proteínas do plasma 

seminal de reprodutores taurinos e zebuínos de alta e baixa congelabilidade 

do sêmen, Jobim et al. (2001) verificaram que esta banda protéica foi 

significativamente superior nas amostras de plasma seminal de touros de 

alta congelabilidade do sêmen, independentemente da espécie a que 

pertenciam. Além disso, não foram verificadas variações individuais 

significativas na concentração da banda entre os reprodutores, indicando 

uma uniformidade de expressão nas amostra dos grupos de diferentes graus 

de congelabilidade de sêmen. Entretanto, o presente estudo avaliou 

somente amostras de reprodutores de alta congelabilidade do sêmen, 

ficando evidente que neste grupo de reprodutores, a referida banda protéica 

apresentou densidade óptica superior nas amostras de plasma seminal da 

espécie taurina do que nas amostras de zebuínos. 

A banda 23, clusterina, apresentou variação individual significativa 

tanto em taurinos quanto em zebuínos. Esta glicoproteína possui sítios de 

ligação para a heparina (Pankhurst et al., 1998). No plasma sanguíneo 

humano, regularia o transporte e a redistribuição de lipídios (Jenne et al., 

1991). Foi identificada no plasma seminal e espermatozóide de vários 
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mamíferos, bem como em humanos, (Howes et al., 1998;Atlas-White et 

al., 2000), estando envolvida na maturação espermática (Sylvester et al., 

1991). Em bovinos, taxas de imunodetecção positiva de clusterina nos 

espermatozóides foram inversamente correlacionadas a índices de 

concepção, (Ibrahim et al., 2000). No entanto, Jobim et al. (2001a) 

encontraram densidades ópticas superiores desta banda protéica no plasma 

seminal de touros de alta congelabilidade do sêmen, indicando que estaria 

relacionada com a congelabilidade do sêmen. 

Em zebuínos, verificou-se maior variabilidade na freqüência de 

apresentação das bandas protéicas estudadas, maiores coeficientes de 

variação das mesmas, além de maior variação entre os reprodutores. Com 

exceção da banda 15, as demais diferiram significativamente entre os 

reprodutores. Roncoletta (1999) também observou maior variabilidade das 

bandas protéicas entre os zebuínos. Nesta espécie, as bandas 5, 15 e 21, 

evidenciadas nas amostras de 100% dos reprodutores avaliados, 

apresentaram densidades ópticas significativamente superiores aos valores 

observados nas amostras dos touros europeus. 

A banda protéica 15 (11-12 kDa, pI 7,5-8,0) foi detectada nas 

amostras de 100% dos reprodutores, apresentando coeficiente de variação 

em torno de 14% em ambas espécies, o que possibilita indicá-la como um 

parâmetro consistente de diferença entre reprodutores taurinos e zebuínos. 

Em taurinos, apresentou variação significativa entre os reprodutores. 

Entretanto, foi a única banda que não diferiu estatisticamente entre os 

zebuínos. Pelo peso molecular e pI, esta banda deve ser a B2 

microglobulina (12 kDa, pI 8,24), proteína necessária para o processamento 

e expressão do Complexo Principal de Histocompatibilidade de Classe I, 
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embora não participe de seu sítio antigênico (Fraga & Neuman, 1996). As 

moléculas de Classe I têm como função apresentar peptídeos antigênicos 

aos linfócitos T. A proteína foi identificada em vários tecidos normais e na 

urina, no soro sangüíneo e no colostro (Kunugiyama et al.,1996) e é 

produzida na célula de sertoli de ratos (O’Bryan & Cheng, 1997).  

Por sua localização nos géis, a banda 5 poderia ser um fragmento da 

BSP A3 (15 kDa, pI 4,8-5,2), conforme referido por Manjunath et al. 

(1987) e Desnoyers et al .(1994), proteína relacionada com a capacitação 

espermática. Entretanto, também se assemelha à posição da proteína de 16 

kDa, citada por Killian et al. (1993) como um dos marcadores encontrados 

no plasma seminal de reprodutores de baixa fertilidade. A mesma 

observação foi realizada por Frazer et al. (1996), ao analisar géis 

bidimensionais das proteínas de baixo peso molecular do plasma seminal 

bovino. 

A proteína 21 foi também evidenciada nas amostras de 100% dos 

animais, apresentando baixo coeficiente de variabilidade tanto em 

reprodutores europeus quanto em zebuínos. Por sua localização nos géis, 

pode-se supor que seja a proteína denominada P6 (20kDa), uma das 

principais proteínas básicas do plasma seminal bovino, considerada por 

Wempe et al. (1991) como idêntica à MCP-1 (monocyte chemoattractant 

protein –1) bovina. Estruturalmente, as proteínas MCP-1, -2, -3 formam a 

subfamília das beta quemocinas. Em doenças inflamatórias e 

ateroescelerose em humanos, a MCP-1 faz a mediação de monócitos para 

os tecidos (Proost et al.,1996).  

As bandas protéicas 3, 9, 11, 13, 17 e 19 não diferiram 

significativamente entre as espécies. As bandas 3 e 11 (13-14 kDa, pI 6,0-
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6,5), pelo peso molecular e pI, devem tratar-se da proteína denominada 

PDC109 ou BSP A1/A2, principal proteína de ligação à heparina do plasma 

seminal bovino. Na ejaculação, liga-se especificamente aos colina-

fosfolipídeos do espermatozóide, mediando a capacitação espermática pelo 

efluxo do colesterol e fosfolipídeos (Manjunath et al., 1987; Desnoyers et 

al.,1996; Thérien et al., 1999). As BSP apresentam heterogeneidade de 

carga e são representadas por um grupo de bandas com mesmo peso 

molecular, mas distribuídas em pontos isoelétricos diferentes (Esch et 

al.,1983; Desnoyers et al., 1994). Frazer et al., (1996) consideraram que as 

bandas protéicas do plasma seminal bovino encontradas entre 12-17 kDa e 

pI entre 4,6-7,2 eram as BSP. Observaram ainda que não ocorriam 

variações nas concentrações relativas destas proteínas entre os ejaculados 

de diferentes reprodutores. As bandas 3, 5 e 11 deste estudo podem ser 

consideradas como as BSP. Os reprodutores taurinos diferiram 

significativamente (P<0,05) na banda 11, mas nas demais não foram 

evidenciadas variações individuais. Este resultado concorda com o referido 

por Frazer et al.(1996), quando realizaram avaliação das proteínas do 

plasma seminal de taurinos. Entretanto, na espécie zebuína, as bandas 

consideradas como BSP diferiram significativamente (P<0,05) entre os 

touros, indicando a maior variabilidade do perfil protéico da espécie 

quando comparada à taurina, conforme referido por Roncoletta (1999). 

A banda protéica 9 (14-15 kDa, pI 5,5-6,0) apresentou variação 

individual significativa tanto em taurinos quanto em zebuínos. Esta banda 

pode ser considerada como a espermoadesina denominada Z13, de 13 kDa, 

pI 5,5 que foi recentemente identificada no plasma seminal bovino por 

Tedeschi et al. (2000), apresentando características semelhantes às 
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referidas para a aSFP. 

A banda 13 (14-15 kDa, pI 6,5-7,0) apresentou o maior coeficiente de 

variação nas duas espécies, sendo evidenciada nas amostras de apenas 

28,6% dos touros europeus e em 60% dos zebuínos, diferindo 

significativamente entre os reprodutores nas duas espécies. O peso 

molecular e pI aproximados indicam que a proteína poderia ser EPV 20, 

uma glicoproteína expressa na glândula mamária, rim, baço, fígado (Larsen 

et al., 1997) e plasma seminal bovinos (Mortarino et al., 1998). A EPV 20 

foi também referida como tendo peso molecular de 20 kDa (Larsen et al., 

1997). Suas ações biológicas no plasma seminal ainda não foram definidas 

(Nakamura et al., 2000).  

A banda 17 (15-16 kDa, pI 8,0-8,5) foi evidenciada nas amostras de 

100% dos reprodutores de ambas as espécies. Pelo peso molecular e pI, 

esta banda pode ser a ribonuclease seminal bovina (BSrnase), considerada 

uma das principais proteínas básicas do plasma seminal bovino (Scheit, 

1986). De acordo com Calvette et al. (1996), os bovinos são a única 

espécie que produz ribonuclease seminal.  

A banda 19 apresentou grande variabilidade entre as amostras dos 

reprodutores taurinos, pois foi evidenciada somente em 28,60% destas; em 

zebuínos, ocorreu em 71% das amostras dos reprodutores. Pela sua 

localização nos géis, esta banda poderia ser a TIMPII (16-21 kDa, pI 6,9) 

secretada pelas células endoteliais da aorta bovina (De Clerk et al., 1989), 

membro da família de inibidores de metaloproteinases isoladas 

originalmente de células de melanomas humanos (Montgomery et al., 

1994) e identificada no plasma seminal bovino por Calvette et al. (1996). 

Metaloproteinases são zinco-enzimas capazes de degradar componentes da 
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matriz extracelular na embriogênese normal e remodelamento de tecidos e 

que, com atividade irrestrita, poderiam causar grandes danos aos tecidos. 

 

 

 

 

5.3 Proteínas de alto peso molecular 

 

Com relação às proteínas consideradas de alto peso molecular, 

avaliadas nos géis de poliacrilamida a 8%, três bandas protéicas, 

denominadas 25, 27 e 29 foram quantificadas por serem as de menor 

variação em todos os animais, recebendo inicialmente a denominação de 

pontos-âncora (Figura 6). Para uma melhor visualização das bandas, foi 

aplicado 200 g de proteína nos géis tubulares da primeira dimensão. A 

análise de outras bandas de menor densidade óptica não foi realizada, em 

razão da dificuldade em se conduzir adequada identificação e 

quantificação, além da variabilidade entre animais, conforme referido por 

Frazer et al. (1996), Roncoletta (1997) e Roncoletta et al. (1999). Os 

últimos autores consideraram que a ocorrência de diferenças marcantes e 

individuais entre os perfis eletroforéticos das proteínas do plasma seminal 

entre os reprodutores foi ainda mais acentuada na faixa de polipeptídeos de 

pesos moleculares superiores a 29 kDa.  

Na tabela 3, verifica-se que os reprodutores taurinos apresentaram 

percentuais significativamente superiores da proteína 29, que foi 

imunoidentificada como osteopontina (Figura 8). Killian et al. (1993) 

observaram que esta proteína seria um dos marcadores de alta fertilidade 
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existentes no plasma seminal bovino. No entanto, Cancel et al. (1999) 

consideraram que a relação entre osteopontina no plasma seminal e a 

fertilidade em machos seria indireta, pela proteção a infecções  bacterianas 

que a proteína realizaria na superfícies das glândulas acessórias, 

determinando, então, um efeito positivo na fertilidade.  

Embora as densidades ópticas da proteína tenham sido 

significativamente superiores nas amostras de plasma seminal de taurinos, 

não se pode afirmar que estes apresentassem percentuais mais elevados de 

fertilidade do que os zebuínos. Para isso, seriam necessários outros 

protocolos e critérios de avaliação, que não foram utilizados por não ter 

sido este o objetivo da pesquisa. Tanto nas amostras de taurinos quanto nas 

de zebuínos, não foram verificadas diferenças individuais significativas nas 

densidades ópticas desta banda protéica, indicando uma uniformidade de 

expressão protéica entre os reprodutores, em ambas as espécies. 

A osteopontina foi recentemente relacionada com a congelabilidade 

do sêmen. Jobim et al. (2001b) verificaram que as densidades ópticas da 

referida proteína foram significativamente superiores (P<0,05) nas 

amostras de plasma seminal de reprodutores de alta congelabilidade de 

sêmen, independentemente da espécie a que pertenciam. Os autores 

observaram ainda que, nos grupos de diferentes graus de congelabilidade, 

não ocorreram variações individuais significativas entre as amostras. 

Entretanto, quando se comparam amostras de taurinos e zebuínos de alta 

congelabilidade de sêmen, como foi realizado no presente estudo, as 

maiores densidades ópticas foram detectadas nas amostras de plasma 

seminal de taurinos.  
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Em sua maioria, os trabalhos que identificaram esta banda foram 

realizados em raças taurinas. Na espécie zebuína, os resultados do presente 

estudo são provavelmente, os primeiros que quantificaram a osteopontina 

no plasma seminal. Além disso, as técnicas imunológicas realizadas 

confirmam a sua identificação.  

Na proteína 27, de 66 kDa e pI 5,4, que foi imunoidentificada como 

albumina (Figura 7), não foram observadas variações significativas nas 

densidades ópticas entre as amostras de taurinos e zebuínos, o que permite 

indicá-la como parâmetro de semelhança entre as duas espécies. As 

variações na concentração da albumina seminal foram associadas em geral, 

a quadros patológicos e os reprodutores utilizados eram animais sadios, em 

regime regular de coleta e comercialização de sêmen pela central de 

inseminação. Vários autores como Szumowski (1956), Szumowski & 

Pernod, (1958), Szumowski (1959) e Rocha et al. (1974b), referem que 

ocorre elevação nas concentrações seminais de albumina em animais com 

problemas de espermiogênese.  

Nas amostras de zebuínos, ocorreram variações individuais 

significativas nas densidades ópticas da banda, o que não foi observado 

entre taurinos, que apresentaram maior homogeneidade nos valores médios 

de densidade óptica da proteína. Este resultado concorda com o referido 

por Roncoletta et al. (1997) e Roncoletta (1999), que também observaram 

que o perfil protéico do plasma seminal era mais homogêneo nas amostras 

de plasma seminal de reprodutores taurinos do que nas amostras de 

zebuínos, atribuindo este resultado à seleção genética a que a espécie 

taurina vem sendo submetida ao longo do tempo.  
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No plasma seminal bovino, não foram referidas bandas protéicas com 

peso de 195 kDa. Entretanto, a banda 25 poderia ser considerada como uma 

globulina, tendo em vista que estas proteínas são referidas no plasma 

sangüíneo como tendo pesos moleculares semelhantes (Lehningher, 1993). 

Pela análise eletroforética bidimensional das proteínas de alto peso 

molecular de amostras de plasma seminal de reprodutores das espécies 

taurina e zebuína, verificou-se que existe uma ampla variação nas proteínas 

de pesos moleculares acima de 40 kDa, em ambas as espécies. As 

concentrações de albumina do plasma seminal apresentaram valores 

semelhantes entre reprodutores taurinos e zebuínos, evidenciando uma 

uniformidade de expressão entre os indivíduos e entre as espécies, podendo 

ser considerada como um marcador de semelhança entre as duas espécies. 

As concentrações de osteopontina foram, entretanto, superiores (P<0,05) 

nas amostras de plasma seminal dos reprodutores da espécie taurina, sendo 

possível indicá-la como parâmetro de diferença entre os reprodutores 

taurinos e zebuínos de alta congelabilidade de sêmen.  

A análise das proteínas do plasma seminal de reprodutores taurinos e 

zebuínos, considerados de alta congelabilidade do sêmen, evidenciou que a 

espécie taurina apresentou perfil protéico mais homogêneo e com menor 

variação individual, apresentando densidades ópticas superiores em bandas 

protéicas relacionadas com a proteção da membrana espermática (banda 7, 

aSFP), com a maturação espermática, ligação à heparina (banda 23, 

clusterina), congelabilidade e fertilidade (banda 29, osteopontina), capazes 

de conferir maior proteção às células espermáticas, de influir no processo 

de capacitação espermática, bem como na congelabilidade e fertilidade do 

sêmen. 
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Já na espécie zebuína, o perfil protéico do plasma seminal apresentou 

marcada variação na freqüência de aparecimento das bandas, bem como 

variação entre os touros. Apenas duas bandas protéicas, as bandas 15 (11–

12 kDa e pI 7,5-8,0) e 29 (osteopontina), não apresentaram variações 

significativas entre as amostras dos reprodutores. As bandas com 

densidades ópticas superiores nas amostras da espécie zebuína estão 

relacionadas com a mediação de monócitos aos tecidos (banda 21), com a 

participação em estruturas protéicas relacionadas com processos imunes 

(banda 15), o que poderia talvez determinar maior aporte de células de 

defesa ao plasma seminal. Por sua localização nos géis, a banda 5 (16-

17kDa e pI 4,1-4,8) é compatível com proteínas relacionadas tanto com a 

capacitação espermática, quanto a baixos índices de fertilidade. 

Tendo em vista que os reprodutores eram considerados como animais 

de alta congelabilidade do sêmen, as variações observadas podem refletir 

padrões específicos de cada espécie.  
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6  CONCLUSÕES 

 

 

Nas amostras de plasma seminal de reprodutores taurinos e zebuínos 

de alta congelabilidade de sêmen, observou-se: 

- Grande variabilidade das bandas protéicas analisadas entre as 

espécies e entre os indivíduos. 

- A variabilidade foi ainda mais acentuada na faixa de proteínas de 

alto peso molecular.  

- A espécie taurina apresentou um perfil protéico mais homogêneo do 

que a espécie zebuína.  

- Nas amostras de taurinos ocorreram densidades ópticas superiores de 

proteínas relacionadas com a proteção da membrana espermática, a 

fertilidade e a congelabilidade do sêmen, e de ligação à heparina 

(aSFP, osteopontina e clusterina). 

- Nas amostras de zebuínos, as densidades ópticas superiores foram 

observadas em bandas protéicas relacionadas com a mediação de 

monócitos aos tecidos e com a participação em estruturas protéicas 
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relacionadas com processos imunes (bandas 21 e 15), que poderiam 

determinar maior aporte de células de defesa ao plasma seminal.  

- A banda 5 é compatível com proteínas relacionadas tanto com a 

capacitação espermática, quanto a baixos índices de fertilidade. 
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Tabela 1 - Pesos moleculares (PM) e pontos isoelétricos (pI) aproximados, média e desvio 

padrão das densidades ópticas relativas das bandas protéicas de baixo peso 

molecular analisadas nas amostras de plasma seminal de reprodutores taurinos 

e zebuínos e valores de P entre as espécies 

 

Banda 

protéica 

PM 

kDa 
pI 

Taurinos Zebuínos 

P* Média 

% 

Desvio 

 

Média 

% 

Desvio 

 

3 15 -16 4,7-5,2 14,79   3,45 16,70  5,86 0,89 

5 16 -17 4,1-4,8 1,34   0,36 1,99  0,74 0,021 

7 11 -12 4,8-4,9 2,66   0,43 1,82  0,61 0,015 

9 14 -15 5,5-6,0 0,92   0,34 1,52  1,50 0,15 

11 13 -14 6,0-6,5 1,39   0,54 1,20  0,19 0,406 

13 14 -15 6,5-7,5 0,15   0,30 0,55  0,82 0,239 

15 11- 12 7,5-8,0 0,55   0,08 0,68  0,09 0,003 

17 14 -16 8,0-8,5 0,59   0,19 0,78  0,29 0,11 

19 16 -18 7,0-7,5 0,16   0,25 0,41  0,29 0,07 

21 20-24 7,2-7,5 2,00   0,33 2,27  0,40 0,039 

23 20-22 4,8-5,2 0,54   0,14 0,30  0,25 0,041 

*Valor da probabilidade do teste de comparação entre espécies  
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Tabela 2 - Freqüência relativa, coeficientes de variação (CV) das proteínas de baixo peso 

molecular do plasma seminal dos reprodutores taurinos e zebuínos e valores de 

P entre os reprodutores 

 

 

Banda 

Taurinos Zebuínos 

Freqüência 

% 

P* C.V. Freqüência 

% 

P* C.V. 

3 100 (7/7) 0,810 23,33 100 (7/7) 0,023 35,09 

5 100 (7/7) 0,349 26,86 100 (7/7) 0,008 37,21 

7 100 (7/7) 0,232 16,16 100 (7/7) 0,011 33,50 

9 100 (7/7) 0,066 36,95 100 (7/7) 0,034 98,83 

11 100 (7/7) 0,023 38,84 71 (5/7) 0,000 69,16 

13 28,60(2/7) 0,000 200,00 57 (4/7) 0,008 149,46 

15 100 (7/7) 0,023 14,54 100 (7/7) 0,102 13,08 

17 100 (7/7) 0,000 32,20 100 (7/7) 0,000 115,29 

19 28,60 (2/7) 0,000 156,25 71 (5/7) 0,000 73,82 

21 100 (7/7) 0,000 16,50 100 (7/7) 0,008 17,78 

23 100(7/7) 0,000 25,92 71 (5/7) 0,002 85,20 

*Valor da probabilidade do teste de comparação entre reprodutores 
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