
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 
FACULDADE DE VETERINÁRIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM MEDICINA ANIMAL: EQUINOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ELETROFORESE BIDIMENSIONAL EM GEL DE POLIACRILAMIDA DO 

PLASMA SEMINAL EQUINO E SUA RELAÇÃO COM A CONGELABILIDADE 

DO SÊMEN 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

CRISTINA RODRIGUES TREIN 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PORTO ALEGRE 
2011



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 
FACULDADE DE VETERINÁRIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM MEDICINA ANIMAL: EQUINOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ELETROFORESE BIDIMENSIONAL EM GEL DE POLIACRILAMIDA DO 

PLASMA SEMINAL EQUINO E SUA RELAÇÃO COM A CONGELABILIDADE 

DO SÊMEN 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

CRISTINA RODRIGUES TREIN 
 

Tese apresentada ao Programa de Pós-Graduação em 
Medicina Animal: Equinos da Faculdade de Veterinária da 
UFRGS como requisito para obtenção do grau de Doutor em 
Medicina Animal 
Orientadora: MARIA INÊS MASCARENHAS JOBIM 

 
 
 
 
 
 

PORTO ALEGRE 
2011



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 



 

 

ii

CRISTINA RODRIGUES TREIN 
 
 

ELETROFORESE BIDIMENSIONAL EM GEL DE POLIACRILAMIDA DO 

PLASMA SEMINAL EQUINO E SUA RELAÇÃO COM A CONGELABILIDADE 

DO SÊMEN 

 
 

Aprovado em 17 de outubro de 2011. 
 
 
APROVADA POR: 
 
 
 
 
__________________________________________________ 
Prof. Dr. Maria Inês Mascarenhas Jobim 
Orientador e Presidente da Comissão 
 
 
 
 
__________________________________________________ 
Prof. Dr. Rodrigo Costa Mattos 
Membro da Comissão 
 
 
 
 
__________________________________________________ 
Prof. Dr. Christianne Salbego 
Membro da Comissão 
 
 
 
 
_____________________________________________________ 
Prof. Dr. Eduardo Malschitzky 
Membro da Comissão 
 
 
 
  



 

 

iii  

AGRADECIMENTOS 
 
 

A minha orientadora, Prof. Dra. Maria Inês Mascarenhas Jobim, pela confiança 

depositada, pela orientação e pelo apoio incansável para o desenvolvimento do trabalho. 

Ao Prof. Dr. Rodrigo Costa Mattos pelo suporte fundamental à realização deste 

trabalho e por todos os anos de orientação e oportunidades desde a iniciação científica 

no REPROLAB – UFRGS. 

Ao Prof. Dr. Eduardo Malschitzky, pela paciência e disposição para a execução 

do experimento, no acompanhamento das eletroforeses. 

A minha irmã, Bióloga Márcia Rodrigues Trein pelo apoio de grande valia na 

execução do experimento. 

A Dra. Caroline Wolf pela companhia e pelo auxílio despendido na reta final. 

A todos os professores e estagiários que, de alguma forma participaram do 

desenvolvimento do trabalho. 

À Universidade Federal do Rio Grande do Sul, pela minha formação e pela 

estrutura fornecida para a execução do projeto. 

Ao CNPq/PRONEX/FAPERGS por financiar esta pesquisa. 

Ao Haras Estatal da Baixa Saxônia, Celle, Alemanha, pelo fornecimento das 

amostras de plasma seminal. 

Ao Enio Brito, esposo e veterinário, pelo acompanhamento e ajuda 

incondicionais em todas as fases desta jornada. 

A Marina, por existir na minha vida. 

 

  



 

 

iv

RESUMO 
 

ELETROFORESE BIDIMENSIONAL EM GEL DE POLIACRILAMIDA DO 

PLASMA SEMINAL EQUINO E SUA RELAÇÃO COM A 

CONGELABILIDADE DO SÊMEN 

 

Tese de Doutorado 

 

Autor: Cristina Rodrigues Trein 

Orientadora: Maria Inês Mascarenhas Jobim 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil proteico do plasma seminal equino 

utilizando eletroforese bidimensional de gel de acrilamida (2D-PAGE) e determinar se 

algumas das proteínas presentes estavam relacionadas com a congelabilidade do sêmen. 

O plasma seminal foi coletado de dez garanhões, de alta e baixa congelabilidade de 

sêmen, provenientes do Haras Estatal da Baixa Saxônia, na cidade de Celle, na 

Alemanha e rotineiramente utilizados em programas de inseminação artificial. Vinte e 

cinco bandas proteicas foram encontradas nos géis bidimensionais (12%) e sete delas 

foram identificadas por MALDI-MS. Das 25 proteínas encontradas nas amostras de 

plasma seminal dos garanhões, duas bandas proteicas apresentaram densidade óptica 

superior (P<0,05) nas amostras de garanhões de alta congelabilidade o sêmen: as bandas 

5 (80-85 kDa, pI 7,54), que foi identificada como CRISP3 e a 45 (18,2 kDa, pI 5,0-5,2) 

identificada como HSP-2. Contrariamente a banda 7 (75,4 kDa, pI 6,9 – 7,4), 

identificada como lactoferrina, a 15 (26,7 kDa, pI 5,51) identificada como calicreína, a 

25 (25 kDa, pI 7,54) como CRISP3 e a 35 (13,9 kDa, pI 3,8 – 4,2) que foi identificada 

como HSP-1, apresentaram valores de densidade óptica superior (P<0,05) nos 

reprodutores de baixa congelabilidade do sêmen. As proteínas foram identificadas 

através de espectometria de massa MALDI-MS. As evidências encontradas neste 

experimento mostram que existem diferenças no perfil proteico dos reprodutores de alta 

e baixa congelabilidade do sêmen, sugerindo as proteínas CRISP3 e a HSP-2 como 

possíveis marcadores da alta congelabilidade de sêmen de garanhões. 

Palavras-chave: CRISP3, HSP-1, HSP-2, lactoferrina, calicreína, eletroforese 

bidimensional 
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ABSTRACT 

TWO-DIMENSIONAL POLYACRYLAMIDE GEL ELECTROPHORESIS OF 

EQUINE SEMINAL PLASMA PROTEINS AND THEIR RELATION WITH 

SEMEN FREEZABILITY 

Thesis 

 

Author: Cristina Rodrigues Trein 

Adviser: Maria Inês Mascarenhas Jobim 

 

The objective of this study was to evaluate protein profile of equine seminal 

plasma using two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE) and to 

find if any of these proteins were related to semen freezability. Seminal plasma was 

collected from 10 stallions of high and low semen freezability routinely used in AI 

programs from the State Stud of Lower Saxony and Artificial Insemination Center. 

Twenty five protein spots were identified from the 2 D gel (12%), seven of which were 

present in all samples. Of the 25 proteins found in the research stallions, two spots 

showed superior relative content (P<0.05) in seminal plasma samples collected from 

stallions with high semen freezability: the spots 5 (80-85 kDa, pI 7.54) was identified as 

CRISP3 and 45 (18.2 kDa, pI 5.0-5.2) was identified as HSP-2. Conversely, the spot 7 

(75.4 kDa, pI 6.9 – 7.4) was identified as lactoferrin, 15 (26.7 kDa, pI 5.51) was 

identified as kallikrein, 25 (25 kDa, pI 7.54) was identified as CRISP3 and 35 (13.9 

kDa, pI 3.8 – 4.2) was identified as HSP-1, showed superior relative protein content 

(P<0.05) on seminal plasma samples from stallions with low semen freezability. The 

proteins were identified by MALDI-MS. There were differences in the seminal plasma 

protein profile between stallions with high and low semen freezability. It may be 

suggested that CRISP3 and HSP-2 may be considered possible seminal plasma markers 

of high semen freezability. 

 

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

electrophoresis 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os negócios que envolvem a criação e utilização do cavalo ocupam uma posição 

de destaque nos países desenvolvidos e em muitos daqueles em desenvolvimento, como 

o Brasil (CEPEA, 2006). 

O Complexo do Agronegócio Cavalo no Brasil possui uma importância social e 

econômica traduzida por uma movimentação financeira da ordem de R$ 7,3 bilhões por 

ano e a ocupação direta de cerca de 640 mil pessoas, cifra que poderia atingir a casa de 

3,2 milhões se os empregos considerados indiretos forem incluídos (CEPEA, 2006). 

Sabe-se que uma das ferramentas responsáveis pelo incremento da criação 

nacional é o melhoramento genético, sendo que a biotecnologia da reprodução em 

equinos, através da maximização do aproveitamento do potencial genético de animais 

de alto padrão, é uma área que vem conquistando cada vez mais espaço dentro da 

equinocultura nacional e mundial. 

Atualmente, técnicas de reprodução assistida como a inseminação artificial, 

transferência de embriões, criopreservação de gametas e embriões, fertilização in vitro, 

transferência intrafalopiana de gametas e inseminação intracitoplasmática tem 

impulsionado pesquisas com o objetivo de aperfeiçoar a aplicabilidade de tais técnicas e 

incrementar os índices obtidos a campo. 

Relata-se que em equinos, a primeira congelação de sêmen bem sucedida 

ocorreu em 1950. No entanto, somente em 1957 que Barker e Gandier relataram a 

primeira concepção decorrente de inseminação com sêmen congelado. 

Dentre as várias vantagens no uso de sêmen congelado destacam-se: éguas e 

potros não precisam ser transportados até os garanhões; a ansiedade em relação à 

logística do sêmen e problemas associados com o sêmen refrigerado são eliminados; os 

garanhões podem participar de eventos durante a estação de coberturas; doenças, lesões 

ou óbitos não impedem a continuação do uso do sêmen dos animais para reprodução; 

utilização em maior escala do sêmen de reprodutores geneticamente superiores; 

possibilidade de distribuição internacional; formação de um banco genético e 

disponibilidade deste por tempo indeterminado (SAMPER & HANKINS, 2001; 

LOOMIS, 2001; LOOMIS & SQUIRES, 2005). 

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

do sêmen pós-descongelação entre os garanhões e as de taxas de prenhez inferiores, 
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quando comparado à monta natural e inseminação com sêmen refrigerado (SAMPER & 

HANKINS, 2001; LOOMIS, 2001). 

Apesar dos progressos realizados nos últimos anos no processo da 

criopreservação, a eficiência desta biotecnologia segue sendo insuficiente para ser 

aplicada de forma rotineira na indústria equina. As lesões espermáticas, como 

consequência implícita da aplicação da tecnologia do congelamento levam a alterações 

na viabilidade, integridade de membrana, estado acrossomal e da motilidade dos 

espermatozoides (MAXWELL et al., 1997; MAXWELL & JOHNSON, 1999), além 

disso, também ocorre o aparecimento de uma subpopulação de espermatozoides em um 

estado de capacitação ou pré-capacitação que culmina em exocitose prematura do 

conteúdo acrossomal, provocando uma diminuição da capacidade fecundante dos 

espermatozoides processados (MAXWELL & JOHNSON, 1997; CENTURIÓN et al., 

2003; PARRILLA et al., 2004). Entre os fatores que ocasionam esta situação está 

incluída a perda de substâncias protetoras procedentes do plasma seminal que cobrem a 

membrana plasmática do espermatozoide (MAXWELL & JOHNSON, 1997; 

PARRILLA et al., 2004). 

A adição de certa quantidade de plasma seminal aos diluentes utilizados no 

processo de criopreservação tem sido base de diversos estudos, cujo objetivo foi 

minimizar os danos espermáticos na aplicação desta biotecnologia (MAXWELL & 

JOHNSON, 1999). Sem dúvida, o efeito da adição de plasma seminal aos 

espermatozoides nas diferentes espécies domésticas é controvertido, apresentando 

efeitos tanto positivos quanto negativos na função espermática, na fertilidade ou na 

congelabilidade do sêmen. Alguns autores observaram um efeito prejudicial sobre a 

sobrevivência espermática de algumas frações do plasma seminal, como a fração 

prostática de cães (ENGLAND & ALLEN, 1992), a fração gelatinosa em equinos e 

suínos (MANN & LUTWAK-MANN, 1981) ou a secreção das vesículas seminais no 

bode (AZERÊDO et al., 2000). Uma possível explicação para a variabilidade 

encontrada nos efeitos do plasma seminal poderia ser a presença ou ausência de 

determinados componentes do plasma seminal, assim como a variação existente na 

concentração dos mesmos, mais provavelmente no caso de componentes proteicos 

(FOURNIER-DELPECH & THIBAULT, 1993). 

Diversos estudos demonstraram uma relação entre certas proteínas do plasma 

seminal do touro e índices de fertilidade apresentados por estes animais (KILLIAN et 

al., 1993; BELLIN et al., 1994; MOURA et al., 2006; MOURA et al., 2007; MOURA et 
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al., 2010), bem como algumas proteínas do plasma seminal foram relacionadas com a 

congelabilidade do sêmen bovino (RONCOLETTA et al., 2000; JOBIM, 2001; JOBIM 

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

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

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

Também foram observadas diferenças nos efeitos do plasma seminal sobre os 

espermatozoides dependendo da fonte de plasma seminal: machos de alta ou baixa 

fertilidade (HENAULT & KILLIAN, 1996; AURICH et al., 1996) ou machos com alta 

ou baixa motilidade pós-descongelação (VIDAMENT, 2005). 

Entretanto, os estudos das proteínas do plasma seminal equino e sua relação com 

a congelabilidade do sêmen são ainda limitados e o perfil proteico do plasma seminal 

equino ainda não foi relacionado à congelabilidade do sêmen através de eletroforese 

bidimensional. 

Assim, a pesquisa relatada nesta tese teve como objetivos: 

1. Avaliar o perfil proteico do plasma seminal de garanhões de alta e baixa 

congelabilidade do sêmen, utilizados em Programas de Inseminação Artificial, 

através de eletroforese bidimensional; 

2. Relacionar o perfil proteico do plasma seminal com a congelabilidade do 

sêmen de garanhões doadores; 

3. Identificar as proteínas de relevância para a congelabilidade do sêmen, 

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

 

2.1 O Espermatozoide 

 

As principais características morfológicas do espermatozoide foram 

conhecidas no início do século XX. Nessa época, a fisiologia e a bioquímica do 

sêmen avançaram significativamente, mas vários anos ainda transcorreram para a 

evidenciação de que as funções mais importantes do espermatozoide, como a 

motilidade e a capacidade de fertilização, fossem associadas às diferentes estruturas 

da célula espermática: cabeça, cauda ou flagelo e membrana plasmática. 

A cabeça do espermatozoide contém o núcleo, com uma estrutura de dupla 

parede, o acrossoma, situado entre a membrana plasmática e a porção anterior do 

núcleo. Dentro do núcleo, existe cromatina condensada, DNA e a protamina, principal 

proteína associada ao DNA espermático. A cabeça do espermatozoide equino mede 

6,62± 0,02 µm de comprimento por 3,26 ± 0,19 µm de largura e tem uma área de 16,28 

± 0,80 µm2. A porção anterior do núcleo é envolta pelo acrossoma, uma vesícula 

especializada, formada por uma dupla membrana, que é constituído dos segmentos 

apical, principal e equatorial (REFERENCIA). 

Durante a reação acrossômica, a membrana externa do acrossoma e a membrana 

plasmática fundem-se e são formadas vesículas; através dos espaços formados, ocorre a 

exocitose do conteúdo acrossomal (EDDY, 1988). O segmento equatorial não contém 

enzimas; consequentemente, não está envolvido com a reação acrossômica, mas a 

membrana plasmática funde-se com a membrana do oócito nesta área (AMMAN & 

GRAHAM, 1992).  

O acrossoma contém gicolipídeos e enzimas, como a fosfolipase A (ALLISSON 

& HARTREE, 1970), pró-acrosina, hialuronidase, esterases e hidrolases ácidas, 

envolvidas no processo da fertilização (MANN & LUTWAK-MANN, 1981). A 

membrana acrossomal externa é composta por sete glicoproteínas (290, 280, 260, 115, 

81, 58 e 46 kDa) e mais outras proteínas com 34 e 12 kDa. Foi sugerido que moléculas 

glicosiladas neste sítio pudessem ajudar a estabilizar a membrana ou possuir um papel 

funcional nos eventos de fusão na reação acrossomal. As três proteínas com peso 

molecular em torno de 200 kDa e a de 58 kDa são fosforiladas, enquanto que as 

proteínas de 34 e 12 kDa parecem incluir proteínas de ligação à calmodulina (OLSSON, 

1985). 
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O flagelo ou cauda do espermatozoide mamífero é formado de quatro 

segmentos distintos: o colo, a peça intermediária, a peça principal e a peça final 

(EDDY, 1988). As principais estruturas do flagelo são o axonema ou filamento 

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

composto de dois microtúbulos centrais, circundados por nove microtúbulos duplos, 

que se estendem por todo o flagelo. Os microtúbulos são compostos das proteínas α 

e β tubulina, de 56 e 54,5 kDa, respectivamente e de outra proteína, a dineína, que 

possui atividade ATPase (EDDY, 1988) e que provê energia química para o 

mecanismo da movimentação espermática (AMANN & GRAHAM, 1992). A peça 

intermediária é envolvida pela bainha de mitocôndrias, tendo a forma de espiral 

dupla, enquanto a peça principal contém a bainha fibrosa (EDDY, 1988). A bainha 

mitocondrial contém enzimas e cofatores necessários para a produção de ATP 

(AMANN & GRAHAM, 1992). A peça terminal, posterior à membrana fibrosa, 

contém somente o axonema, recoberto pela membrana plasmática (GARNER & 

HAFEZ, 1995).  

O espermatozoide é recoberto pela membrana plasmática, uma dupla camada com 

porções hidrofílicas de lipídios e de proteínas; complexas interações entre eles regulam 

os receptores de membrana, os íons ou as enzimas e a função celular 

(HAMMERSTEDT et al., 1990). Esta membrana plasmática está subdividida em 

regiões específicas, que diferem em sua composição e função. Moléculas envolvidas na 

reação acrossômica estão presentes na região anterior do acrossoma (SAILLING, 1986); 

moléculas envolvidas na fusão oócito-espermatozoide são encontradas na região 

posterior do acrossoma (SAILLING et al., 1985) e moléculas envolvidas com a 

atividade flagelar estão associadas com a membrana plasmática do flagelo (KOPF et al., 

1986). 

A composição da membrana plasmática é modificada assim que o espermatozoide 

deixa o testículo. Alterações na superfície espermática ocorrem durante a maturação no 

epidídimo e durante a exposição aos produtos das glândulas acessórias na ejaculação; a 

superfície espermática também é alterada no trato reprodutivo da fêmea. Durante a 

capacitação, alguns componentes da superfície espermática são perdidos e outros 

migram para fora de seus domínios. Essas mudanças na composição e organização dos 

componentes da superfície da membrana espermática indicam que os componentes da 

membrana plasmática são porções dinâmicas da célula (EDDY, 1988). 
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2.2 O Plasma Seminal 

 

O plasma seminal, fluido no qual os espermatozoides estão suspensos na 

ejaculação, fornece o meio de sobrevivência e transporte espermático; seu volume e 

composição variam muito entre as espécies (MANN & LUTWAK-MANN, 1981). 

O plasma seminal é um fluido complexo onde encontramos grandes quantidades 

de água, íons inorgânicos, ácido cítrico, açucares, sais orgânicos, prostaglandinas e um 

número variado de proteínas, que servirão de tampão mantendo uma osmolaridade e pH 

adequados, além de proporcionar fontes de energia para o metabolismo espermático, 

tanto aeróbico como anaeróbico (MANN & LUTWAK-MANN, 1981). E sem dúvida, 

são as proteínas secretadas, as que contribuem de forma mais relevante na regulação da 

maior parte das funções espermáticas, sendo objeto de numerosos estudos. 

O contato dos espermatozoides com as distintas sustâncias que compõem o 

plasma seminal ocorre de forma sequencial. Os espermatozoides passam através do 

epidídimo, onde vão adquirir sua capacidade fecundante e motilidade. Este trânsito terá 

uma duração variável, dependendo da espécie, desde os 5,5 dias na espécie humana, 

7,5-11 dias no equino, até os 16 dias no ovino (FRANÇA et al., 2005). No epidídimo a 

glicerilfosforilcolina, a carnitina e o ácido siálico são encontrados em altas 

concentrações; são também elevadas as taxas sódio/potássio, os principais cátions no 

plasma seminal dos mamíferos (MANN & LUTWAK-MANN, 1981). 

Conforme o espermatozoide entra no epidídimo, a membrana plasmática sofrerá 

uma grande remodelação, tanto na composição proteica e fosfolipídica, como de 

localização dos diferentes domínios do espermatozoide. Enquanto que a maior parte das 

proteínas testiculares será eliminada ou sofrerá degradação através de diversas enzimas 

proteolíticas, como ocorre com os diferentes membros da família Adams (BLOBEL, 

2000), a hialorunidase (pH20/2B1) (SEATON et al., 2000) e a forma germinal da 

enzima conversora da angiotensina (GATTI et al., 1999), um grande número de novas 

proteínas secretadas pelo epidídimo (principalmente na região da cabeça e corpo) serão 

integradas na membrana espermática durante seu trânsito epididimário (GATTI et al., 

2004; DACHEUX et al., 2005). 

  



 

 

15

2.2.1 Glândulas Acessórias 

 

Após a ejaculação, os espermatozoides procedentes do epidídimo entram em 

contato com as distintas secreções procedentes das glândulas vesiculares, próstata e 

bulbouretrais. O conjunto de substâncias produzidas por estas glândulas é espécie 

específico e altamente variável entre indivíduos da mesma espécie, assim como entre 

ejaculados de um mesmo indivíduo, podendo ainda variar com a estação do ano ou 

estado fisiológico do animal (PÉREZ-PÉ et al., 2001; CARDOZO et al., 2006). 

Variações na composição do plasma seminal de diferentes machos têm sido 

relacionadas com diferentes índices de fertilidade (KILLIAN et al., 1993; BELLIN et 

al., 1994; BELLIN et al., 1996; BRANDON et al., 1999; KOISTINEN et al., 2000; 

MOURA et al., 2006) e congelabilidade (RONCOLETTA et al., 2000; BARRIOS et al., 

2000; JOBIM, 2001; JOBIM et al., 2004; HIRON et al., 2006; BERGERON et al., 

2007; MANJUNATH et al., 2007; REBOLLEDO et al., 2007; ASADPOUR et al., 

2007; CASAS et al., 2009). Em um experimento, os espermatozoides provenientes de 

touros de alta e baixa fertilidade foram submetidos à lavagem e logo após, expostos ao 

plasma seminal de touro de fertilidade contrastante. Foi verificada a penetração em 

oócito bovino livre de zona pelúcida e observado que os espermatozoides lavados e 

expostos ao plasma seminal de touros de alta fertilidade penetravam mais oócitos que 

aqueles espermatozoides expostos ao plasma seminal de touros de baixa fertilidade. 

Entretanto, a penetração por espermatozoides de alta fertilidade era diminuída quando 

expostos ao plasma seminal de touros de baixa fertilidade. O plasma seminal de touros 

de baixa fertilidade pode conter fatores de antifertilidade, com um efeito mais negativo 

nos espermatozoides de alta do que nos de baixa fertilidade (HENAULT & KILLIAN, 

1996). 

Outro aspecto influenciado pela variabilidade na composição do plasma seminal é 

a motilidade espermática. Foi observado que a adição de plasma seminal heterólogo 

pode afetar positiva ou negativamente esta característica, dependendo da fonte de 

plasma seminal (AURICH et al., 1996; KNEUPPEL et al., 2000; SCHMITT, 2002; 

TREIN, 2004). 

Além das variações entre indivíduos e entre ejaculados, foram demonstradas 

variações entre frações de plasma seminal equino em um mesmo ejaculado (AURICH et 

al., 1998; KATILA et al., 2004; AKCAY et al. 2006;). Zhu et al. (2000) observaram 

uma melhor taxa de penetração in vitro em espermatozoides incubados com plasma 
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seminal proveniente da fração rica do ejaculado. E ainda, foram encontradas diferenças 

na capacidade de sobrevivência espermática ao processo de criopreservação, de acordo 

com a fração do ejaculado a que pertencessem (SIEME et al., 2004; KARESKOSKI et  

al., 2006). Foi sugerido que estas variações poderiam estar relacionadas a diferenças no 

perfil proteico das distintas frações do ejaculado (PEÑA et al., 2006). 

As glândulas acessórias são as responsáveis pela produção da maior parte do 

volume do ejaculado. Entre os compostos secretados, encontram-se uma série de 

componentes minerais como o zinco (Zn2+), com propriedades de estabilização de 

macromoléculas e antibacteriana (STRZEZEK et al., 1987), o íon cálcio (Ca2+), que 

participa dos fenômenos de capacitação espermática e reação acrossomal, os açúcares, 

como a frutose e o inositol, o ácido cítrico e o ácido ascórbico, que proporcionam 

energia para o metabolismo celular (VOGLMAYR & AMANN, 1973; FREI et al., 

1990), aminoácidos (ácido glutâmico, carnitina, taurina, hipotaurina), que servem de 

fonte de energia e de proteção contra espécies reativas de oxigênio e enzimas (proteases, 

acrosina, nucleases, fosfatase ácida e alcalina e superóxido dismutase), que intervém na 

liquefação seminal, penetração no oócito pelo espermatozoide, digestão de 

espermatozoides mortos e danificados e proteção contra espécies reativas de oxigênio 

(HARRISON, 1975; ZINI et al., 1993). 

 

2.3 Proteínas do Plasma Seminal 

 

Conforme mencionado, os componentes do plasma seminal que influem de forma 

mais importante na fertilidade e função espermática são as proteínas, das quais 

encontramos três famílias principais: proteínas secretadas ricas em cisteína (CRISPs), 

proteínas que contém o domínio fibronectina tipo II (Fn-II), proteínas da família das 

espermadesinas. As principais proteínas do plasma seminal de diferentes espécies 

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

Família ou 
classe Proteica Espécie Proteínas Referência 

 
 
CRISPs 
 
 
 

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

Equino CRISP1, CRISP2, CRISP3 
(HSP3) 

Schambony et al., 1998b 
Töpfer-Petersen et al., 2005 

Rato CRISP1 Da Ros et al., 2004 

 
 
 
 
Proteínas com 
domínio 
fibronectina tipo 
II (Fn-II). 

Equino HSP-1, HSP-2, EQ-12 Calvete et al., 1995b 
Töpfer-Petersen et al., 2005 
Saalman et al., 2001 

Bovino BSP-A1/A2, (PDC-109), 
BSP-30kDa 

Manjunath & Sairam, 1987 
Manjunath e Therien, 2002 

Ovino RSVP-14, RSVP-20, 
RSP-15, RSP-22, RSP-24 

Barrios et al., 2005 
Bergeron et al., 2005 

Caprino GSP-14, GSP-15, GSP-20, 
GSP-22 kDa 

Villemure et al., 2003 

Suíno pB1 Calvete et al., 1997ª 

Bisonte BISV-16, BISV-17, 
BISV-18, BISV-28 kDa 

Boisvert et al., 2004 

 
 
Espermadesinas 

Equino HSP-7 Reinert et al., 1996 

Bovino aSFP, Z13 Wempe et al., 1992 
Tedeschi et al., 2000 

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

Suíno AWN, AQN-1, AQN-3, 
PSPI/PSP-II 

Calvete et al., 1995c 
Varela et al., 1997 

Adaptado de Posadas, I. C. (2007) 

 

 

2.3.1 Proteínas Ricas em Cisteína (CRISPs) 

 

Os membros da família de proteínas CRISPs (CRISP1, CRISP2, CRISP3) 

caracterizam-se pela presença de 16 resíduos de cisteína, ligados por pontes dissulfito, 

subdividindo a molécula em três domínios (TÖPFER-PETERSEN et al., 2005). Estas 

três proteínas foram identificadas no trato genital de equinos, humanos e roedores. Nas 

várias espécies, a expressão gênica da família CRISP ocorre sob o controle androgênico 

(CAMEO & BLAQUIER, 1976; JALKANEN et al., 2005). 



 

 

18

A função dos diversos membros da família CRISP na reprodução parece estar 

relacionada com processos de espermiogênese, maturação do espermatozoide, 

capacitação espermática e na interação espermatozoide-oócito (TÖPFER-PETERSEN et 

al., 2005). 

O papel das proteínas CRISP na fertilização foi bem estudado no rato. A 

CRISP1 (inicialmente denominada proteína DE) torna-se fortemente associada à 

superfície espermática durante o trânsito epididimário e migra para o segmento 

equatorial durante a capacitação (DA ROS et al., 2004). Ela participa da fusão 

espermatozoide-oócito através dos sítios de ligação da proteína a sítios complementares 

na superfície do oócito (CUASNICU et al., 2001), entretanto, não participa nos eventos 

da ativação do oócito (BUSSO et al., 2003). A análise da função estrutural indicou que 

os padrões corretos das pontes dissulfíto com a molécula é crucial para a realização 

desta função (ELLERMAN et al., 2002).  

A CRISP2 (TPX1) está envolvida na adesão específica das células da 

espermatogênese às células de Sertoli (MAEDA et al., 1999). 

A CRISP3 (HSP3) apresenta a particularidade de liberação da membrana 

plasmática (ao menos parcialmente) através de lavado das células espermáticas e por 

isto foi sugerido que poderia possuir alguma função no trato genital da fêmea 

(TÖPFER-PETERSEN et al., 2005). 

As proteínas CRISPs no espermatozoide equino localizam-se na cabeça, em suas 

regiões equatorial e pós-acrossomal, bem como na peça intermediária. Sua associação 

com a superfície espermática tem início na região do corpo do epidídimo 

(SCHAMBONY et al., 1998b). As CRISPs permanecem localizadas nos mesmos 

compartimentos espermáticos após a capacitação in vitro e a reação acrossômica 

(TÖPFER-PETERSEN et al., 2005). 

As proteínas CRISPs (especialmente a CRISP3) podem ser removidas da célula 

espermática através de lavagem com altas concentrações de sal. Entretanto, algumas 

moléculas da CRISP permanecem fortemente ligadas à superfície espermática 

(SCHAMBONY et al., 1998b). Este número de moléculas da CRISP mostrou-se 

diretamente correlacionadas à fertilidade individual de garanhões (REINEKE et al., 

1999). 

A CRISP3 (HSP-3) é a principal proteína do plasma seminal equino 

(SCHAMBONY et al., 1998a) e seu gene é predominantemente expresso nas ampolas 

do canal deferente, contribuindo assim para a alta concentração desta proteína 
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(1mg/mL) no plasma desta espécie. Quantidades superiores de CRISP3 foram 

positivamente relacionadas com a taxa de concepção no primeiro ciclo por Novak, et al. 

(2010) e poderia ser considerado um bom marcador de fertilidade no equino. O gene da 

CRISP1 (AEG1) é expresso em todo epidídimo (GIESE et al., 2002a), enquanto que a 

CRISP2 (TPX1), testículo-específica, é expressa não só no testículo, mas também no 

epidídimo e vesículas seminais (GIESE et al., 2002b). O padrão de expressão do gene 

da CRISP foi acompanhado através do estudo do nível proteico, no qual estas proteínas 

foram detectadas com diferentes pesos moleculares (em torno de 25 kDa), no trato 

genital do equino (TÖPFER-PETERSEN et al., 2005). 

Os diferentes padrões de expressão dos genes das CRISPs, em garanhões de 

diferentes fertilidades podem sugerir a explicação para o papel essencial destas 

proteínas na reprodução equina (TÖPFER-PETERSEN et al., 2005). Foi sugerido que a 

CRISP1 e/ou moléculas da CRISP2 podem influenciar diretamente os eventos da 

fertilização (fusão espermatozoide–oócito), enquanto que a CRISP3 pode contribuir na 

função do plasma seminal no trato genital da fêmea. Entretanto o preciso papel das 

proteínas CRISP na fertilização do equino ainda necessita de maiores investigações 

(TÖPFER-PETERSEN et al., 2005). 

 

2.3.2 Proteínas que Contém o Domínio Fibronectina Tipo II (Fn-II). 

 

A família de proteínas que contém o domínio fibronectina tipo II (Fn-II), são 

caracterizadas pela presença de dois módulos fibronectina tipo II (Fn-II), também 

denominada domínios ‘BB’. Foram encontradas em várias espécies animais, sendo mais 

abundante no bovino (BSP; MANJUNATH & SAIRAM, 1987), no caprino 

(VILLEMURE et al., 2003), bisonte (BISV; BOISVERT et al., 2004), no ovino (RSP; 

BERGERON et al., 2005) e no equino (HSP-1, HSP-2; CALVETE et al., 1995a,b; 

MENARD et al., 2003). Também foi descrita no plasma seminal do suíno, onde se 

encontra em menor quantidade – pB1 (CALVETE et al., 1997a). Mais recentemente foi 

identificado um grupo de proteínas fibronectina Fn-II, formadas por quatro módulos, 

originárias do epidídimo e que parecem estar relacionadas com a maturação 

espermática. No equino esta proteína foi denominada EQ-12 (SAALMAN et al., 2001). 

HSP-1 e HSP-2 foram recentemente, denominadas SP-1 e SP-2; (EKHLASI-

HUNDRIESER et al., 2005a). A caracterização estrutural da HSP-1 equina mostrou que 

ela é uma proteína que contém o domínio fibronectina tipo II e pertence ao tipo ‘AABB’ 
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caracterizada por dois módulos (BB) e por dois pequenos domínios A, enquanto que a 

HSP-2 corresponde ao tipo ‘ABB’ somente com domínio A. HSP-1 e HSP-2 são 

sintetizadas nas ampolas (SAALMANN et al., 2001; EKHLASI-HUNDRIESER et al., 

2005a) e tanto a EQ-12 como a SP-1 e SP-2 são associadas à superfície espermática 

durante o trânsito epididimário e na ejaculação e ambas estão presentes no 

espermatozoide ejaculado. A abundância de SP-1 foi negativamente relacionada à 

fertilidade em equinos por Novak et al. (2010). 

SP-1 e SP-2 são as proteínas mais abundantes no plasma seminal equino, 

correspondendo a 70–80% do total de proteínas e são as ortólogas equinas das 

principais proteínas de ligação à heparina do plasma seminal bovino (BSP), que estão 

envolvidas na capacitação espermática (TÖPFER-PETERSEN et al., 2005). 

Na ejaculação, as proteínas que contém o domínio fibronectina tipo II se unem 

ao espermatozoide mediante interações específicas com os resíduos de colina dos 

fosfolipídios da membrana do espermatozoide (DESNOYERS & MANJUNATH, 1992; 

MÜLLER et al., 1998), mediando a capacitação pelo efluxo de colesterol e fosfolipídios 

(THÉRIEN et al., 1999). Além do espermatozoide, estas proteínas unem-se também a 

glicosaminoglicanos do trato genital feminino (MANJUNATH et al., 1993). Estas 

proteínas apresentam a capacidade de ligação à heparina. A heparina é um 

glicosaminoglicano, isto é, um polissacarídeo de alto peso molecular, que se liga ao 

espermatozoide bovino através de proteínas e é capaz de induzir a capacitação 

(LENZ et al., 1983; MILLER et al., 1990). Tal efeito é obtido através da modulação 

na atividade da proteína à qual ela se liga. Glicosaminoglicanos semelhantes à 

heparina são secretados, particularmente na fase folicular, pelo trato reprodutivo da 

fêmea, o que estimula a capacitação (LENZ et al., 1982). Além disso, essas 

proteínas de ligação à heparina são produzidas pelas glândulas acessórias (NASS et 

al., 1990) e cobrem a superfície do espermatozoide ejaculado (MILLER et al., 

1990). No plasma seminal bovino, as principais proteínas de ligação à heparina são 

as BSP (proteínas do plasma seminal bovino). 

Avaliando a ligação das proteínas BSP, Manjunath et al. (1993a) verificaram que 

a BSP A1/A2 e a BSP 30 kDa exibiram uma alta atividade quando ligadas à 

calmodulina, o que pode influenciar no transporte intracelular do Ca2+ e na reação 

acrossomal. Desta forma, as proteínas BSP estariam envolvidas com a capacitação 

espermática e com a reação acrossomal e, consequentemente, com os fenômenos de 

fertilização.  
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As proteínas BSP modulam a atividade da fosfolipase A2 e, com isso, regulam o 

metabolismo dos fosfolipídios da membrana espermática (MANJUNATH et al., 1994). 

Os sítios de ligação dos colina-fosfolipídios na membrana espermática são substratos 

para a fosfolipase A2 (PLA2), uma enzima-chave na capacitação (SOUBEYRAND et 

al., 1998). Posteriormente, foi comprovado que as BSP promovem a capacitação 

espermática pela remoção do colesterol da membrana plasmática (THÉRIEN et al., 

1998; MOREAU et al., 1998; THÉRIEN et al., 1999). Quando isso ocorre, a taxa 

colesterol/fosfolipídios diminui, acontece o influxo de cálcio e o pH intracelular 

aumenta. Acredita-se que estes eventos sejam essenciais para que ocorra a reação 

acrossomal (MC CAULEY et al., 1996; THÉRIEN et al., 1999). Estas proteínas 

também podem modular os efeitos de outros agentes capacitantes como são a 

progesterona e a angiotensina-II (FIOL DE CUNEO et al., 2004). 

 

2.3.3 Proteínas da Família das Espermadesinas 

 

As espermadesinas são glicoproteínas de baixo peso molecular (12-16 kDa) 

compostas por 109 e 133 aminoácidos e constituídas estruturalmente por um único 

domínio CUB, que serve como suporte estrutural e ao qual se pode atribuir diferentes 

funcionalidades (ROMERO et al., 1997). 

Estas proteínas foram identificadas no suíno (AQN-1, AQN-3, AWN, PSP-I e 

PSP-II) (SANZ et al., 1992; CALVETE et al., 1995a), no bovino - aSFP e Z13 

(WEMPE et al., 1992; TEDESCHI et al., 2000), no ovino - espermadesina de 15,5 kDa 

(BERGERON et al., 2005) e no equino - HSP-7 (REINERT et al., 1996), sendo o 

principal componente proteico do plasma seminal no suíno. Nessa espécie, as 

espermadesinas representam mais de 90% das proteínas do plasma seminal. 

As espermadesinas AWN, AQN-1 e AQN-3 do suíno são proteínas de ligação ao 

espermatozoide e parecem estar envolvidas nos eventos mediados por carboidratos que 

ocorrem na fertilização (WAGNER et al., 2002; EKHLASI-HUNDRIESER et al., 

2005a).  

HSP-7 é a espermadesina equina homóloga a AWN suína. Sua sequência 

mostrou a troca de aminoácidos em apenas três posições (REINERT et al., 1996; 

EKHLASI-HUNDRIESER et al., 2002). Como é homóloga a AWN suína, é uma 

proteína de ligação a carboidratos. Mostrou propriedades de ligação à zona pelúcida 

equina, demonstrando seu papel na interação espermatozoide-zona pelúcida. Em 
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contraste com a AWN suína, foi primeiramente detectada na espermatogônia, depois na 

rete testis, no epidídimo e nas vesículas seminais. Também foi isolada em alguns 

espermatozoides testiculares (REINERT et al., 1997; HOSHIBA & SINOWATZ, 

1998). Durante a passagem pelo epidídimo, acontece um aumento da HSP-7 associada 

ao espermatozoide, aparecendo como uma banda proeminente no segmento equatorial 

(REINERT et al., 1997).  

 

2.3.4 Outras Proteínas do Plasma Seminal Equino 

 

Existem outras proteínas presentes no plasma seminal equino e que contribuem 

para a concentração total de proteínas do plasma seminal. As principais, quando 

isoladas, foram designadas proteínas do plasma seminal equino (do HSP-1 ao HSP-8) e 

possuem baixo peso molecular (de 14 a 30 kDa). Com exceção da HSP-4, todas 

apresentam propriedades de ligação ao espermatozoide e podem ser isoladas no 

espermatozoide ejaculado. 

HSP-1, HSP-2 e HSP-5 a HSP-8 apresentam propriedade de ligação à heparina e 

como são encontradas na superfície espermática, podem possuir um papel na 

fertilização. 

HSP-1 e HSP-2 (recentemente, denominadas SP-1 e SP-2; EKHLASI-

HUNDRIESER et al., 2005a) já foram mencionadas nas proteínas que contém o 

domínio fibronectina tipo II (Fn-II). A HSP-3 foi também abordada nas proteínas ricas 

em cisteína (CRISP) e a HSP-7 é a espermadesina equina homóloga a AWN suína, que 

já foi citada na família das espermadesinas. 

HSP-4 é uma proteína relacionada ao produto semelhante ao gene da calcitonina 

e os níveis de calcitonina foram correlacionados com a motilidade espermática 

(MUNGAN et al., 2001), a prevenção da capacitação prematura e a reação acrossômica 

espontânea, através do sistema adenilciclase/cAMP (FRASER et al., 2005). 

HSP-5 ainda não foi relacionada a nenhuma proteína conhecida. A sequência do 

N-terminal nem a funcionalidade são encontradas em proteínas de outras espécies 

(TÖPPFER-PETERSEN et al., 2005). 

HSP-6 e HSP-8 são diferentes isoformas de uma mesma proteína, que pertence à 

família das calicreínas. Em garanhões, quantidades maiores de calicreína 1E2 (KLK2) 

foram relacionadas negativamente com a fertilidade (NOVAK et al, 2010). As 

sequências do N-terminal de ambas isoformas mostraram alto grau de homologia com o 
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antígeno prostático humano (PSA), que está envolvido na clivagem do coágulo seminal 

(JONSSON et al., 2005). 

Também foi descrito um número de pequenas proteínas do plasma seminal 

equino, como a lactoferrina (INAGAKI et al., 2002), que é originária do testículo e foi 

encontrada também no cão (KIKUCHI et al., 2003) e, assim como a leptina e os fatores 

de crescimento, podem promover a longevidade do espermatozoide (LACKEY et al., 

2002; CHAMPION et al., 2002) e várias enzimas como a lipase (CARVER & BALL, 

2002), 1,4-glicosidase (DIAS et al., 2004) e a enzima de conversão da angiotensina 

(BALL et al., 2003). 

 

2.3.5 Proteínas do Plasma Seminal Relacionadas a Congelabilidade do Sêmen 

 

Várias proteínas do plasma seminal bovino têm influência na congelabilidade do 

sêmen. Roncoletta et al. (1997), através da análise das proteínas do plasma seminal por 

eletroforese unidimensional, verificaram um polipeptídio de 51 kDa de peso molecular 

presente em 100% dos reprodutores de alta congelabilidade e ausente em 75% dos 

animais de baixa congelabilidade. Posteriormente, utilizando a mesma metodologia, 

Roncoletta (1999) relacionou o polipeptídio de 61 kDa com a congelabilidade do sêmen 

e identificou, através de imunodetecção, uma proteína de 26 kDa, como sendo a 

prostaglandina D-sintetase tipo lipocalina, essa proteína apresentou quantidade 

significativamente superior no plasma seminal dos reprodutores com superior 

congelabilidade do sêmen (RONCOLETTA et al., 2000). A prostaglandina D sintetase 

tipo lipocalina já foi relacionada por Killian et al. (1993) à fertilidade de reprodutores.  

Jobim (2001) encontrou a BSP A1/A2, a proteína ácida do fluido seminal 

bovino (aSFP), a clusterina, a albumina e a osteopontina (OPN) como proteínas do 

plasma seminal bovino relacionadas à alta congelabilidade do sêmen. A abundância 

de clusterina foi identificada por Novak et al. (2010) como sendo negativamente 

relacionada à fertilidade em garanhões. 

A remoção de moléculas com pesos moleculares menores que 8 kDa do plasma 

seminal do galo também poderia aumentar a fertilidade do sêmen resfriado. Porém, o 

mesmo não acontecia quando o sêmen era submetido à criopreservação (VAN 

VOORST & LEENSTRA, 1994). 

Outras proteínas, como as do plasma seminal do carneiro, após incubação, ligam-

se à membrana plasmática do espermatozoide, revertendo os danos induzidos pelo frio 
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na célula espermática. Essa adsorção de proteínas, que reparam a superfície celular, é 

um processo dependente da concentração de proteína no meio de incubação. Após 

fracionamento das proteínas do plasma seminal, foi verificado que três frações tinham 

esta capacidade e, através de microscopia eletrônica, foi confirmada a alta atividade de 

uma fração que reconstituía aproximadamente 50% da membrana plasmática. 

Diferenças na composição destas três frações resultaram de uma banda principal de 

aproximadamente 20 kDa, que deve ser a responsável pela reconstituição das 

características de permeabilidade da membrana do espermatozoide (BARRIOS et al., 

2000). 

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

correlacionado com a congelabilidade do sêmen através de eletroforese bidimensional. 

 

2.4 A Eletroforese 

 

O mapeamento e identificação dos componentes proteicos do ejaculado, através 

da técnica de eletroforese, vêm sendo utilizados desde a década de 50 (LARSON & 

SALISBURY, 1954; SZUMOWSKI, 1956; BENNET, 1965). Inicialmente, foi utilizada 

a eletroforese em soluções de sacarose (LARSON & SALISBURY, 1954); após, foi 

substituída pelos géis de amido (VESSELINOVITCH, 1959). Através da eletroforese 

em géis de poliacrilamida (uni ou bidimensionais), a técnica vem sendo utilizada com 

sucesso até os dias de hoje. 

Utilizando a eletroforese unidimensional, o perfil proteico do plasma seminal 

bovino foi correlacionado com padrões de fertilidade normais (AX et al., 1985; NASS 

et al., 1990) e alterados (ROCHA et al., 1974; WOLFE et al., 1993), com a 

congelabilidade (RONCOLETTA et al., 1997; RONCOLETTA et al., 2000; JOBIM, 

2001; JOBIM et al., 2004) e com a viabilidade do sêmen (AURICH et al., 1996). 

Desde o desenvolvimento, há mais de 35 anos, da eletroforese bidimensional em 

gel de poliacrilamida (2D-PAGE) por Klose (1975) e O’Farrell (1975), esta tem sido a 

técnica de escolha para a análise de proteínas em uma variedade de células, tecidos e 

líquidos. A 2D-PAGE promove uma análise proteica de alta resolução e, portanto, 

possui um papel central na proteômica (CELIS & GROMOV, 1999), a área que estuda a 

compreensão e a representação de proteínas expressas por um genoma, em um 

determinado momento. Enquanto que o genoma é estático, seu proteoma correspondente 

é responsivo e dinâmico e varia amplamente entre organismos (CHOE et al., 2006). Este 
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novo campo de pesquisa envolve a combinação de várias técnicas para separar 

(eletroforese), identificar (espectrometria de massa, Immunoblotting), quantificar e 

armazenar (análise de imagens, softwares) dados e informações (NOOIJ et al, 1990; 

BERGQUIST et al., 2007; WU et al., 2007). O proteoma responde e reflete influências 

ambientais, estágios de desenvolvimento e o status sanitário (CHOE et al., 2006). A 

proteômica, juntamente com a genômica, bibliotecas de anticorpos e a bioinformática, 

formam um conjunto de tecnologias impressionantes para o estudo da expressão gênica, 

tanto em animais sadios, como nos doentes. A proteômica tem recebido força para o 

desenvolvimento de tecnologias com a finalidade de estudar doenças e medicamentos, 

através da marcação de proteínas-alvo (CELIS & GROMOV, 1999). 

A técnica 2D-PAGE separa as proteínas em duas etapas e o seu poder de 

resolução é muito superior ao da eletroforese unidimensional. A 2D-PAGE pode ser 

utilizada para comparar perfis de expressão proteica e quantificar e qualificar as 

proteínas detectadas (CELIS & GROMOV, 1999). Os perfis proteicos podem ser 

escaneados e quantificados para pesquisar diferenças, como nos níveis de expressão e os 

resultados interessantes podem ser identificados, através do sequenciamento de 

peptídeos através de espectrometria de massa (GROSSERT, 2001; BERGQUIST et al., 

2007) ou Immunoblotting (NOOIJ et al, 1990). Enquanto que cada dimensão sozinha 

consegue separar em média 200 tipos de proteínas diferentes, o uso sequencial de duas 

dimensões possui a capacidade de separar em torno de 10.000 proteínas, em uma única 

amostra (MIKLOS & MALESKA, 2001). Isso é muito relevante, uma vez que as 

células eucariotas consistem em um arranjo de, no mínimo, 10.000 proteínas diferentes 

e exibem uma margem ampla de concentrações (GÖRG et al., 2004). Outra vantagem 

da eletroforese bidimensional ocorre nos casos de limitação de amostra, pois as 

proteínas separadas podem ser arquivadas nos géis, indefinidamente, depois de gravadas 

suas imagens. Isto permite a caracterização das proteínas em uma data posterior, sem a 

necessidade de repetir o experimento (CHOE et al., 2006). 

Os trabalhos de 1975 combinaram duas metodologias pré-estabelecidas, a de 

focalização isoelétrica (IEF) e a de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), em 

um formato bidimensional que separa as proteínas de forma efetiva na primeira 

dimensão pelo ponto isoelétrico e na segunda dimensão, de acordo com o peso 

molecular (KLOSE, 1975; O’FARRELL, 1975).  

A eletroforese bidimensional em géis de poliacrilamida representa uma técnica 

valiosa na separação e caracterização das proteínas. Através deste método, muitas 
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proteínas do plasma seminal de várias espécies foram descritas e caracterizadas 

(KILLIAN et al., 1993; DESNOYERS et al., 1994; FRAZER & BUCCI, 1996; 

FRAZER et al., 1996; MORTARINO et al., 1998; FLOWERS, 1998; BRANDON et al., 

1999). Na área da reprodução, esta técnica tem sido utilizada para a determinação de 

marcadores da fertilidade e congelabilidade no sêmen de touros (JOBIM et al., 2004; 

MOURA et al., 2007) e da suscetibilidade à endometrite em éguas (MALSCHITZKY et 

al., 2007a; MALSCHITZKY et al., 2007b; MALSCHITZKY et al., 2008, WOLF, 

2011).  

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

correlacionado com a congelabilidade do sêmen, utilizando eletroforese bidimensional. 

 

2.5 Espectrometria de Massa 

 

A Espectrometria de Massa foi criada há 100 anos, pelo ganhador do Prêmio 

Nobel Sir J. J. Thompson, que identificou íons de pequena massa molecular em um 

espectrógrafo de massa. Desde então, esta técnica tem sido utilizada em situações 

diversas, mas tornou-se mais proeminente nos últimos anos, no campo de identificação 

de proteínas. O objetivo da técnica é identificar as proteínas, codificadas por genes e 

determinar suas funções no organismo hospedeiro (BERGQUIST et al., 2007). 

A Espectrometria de Massa (MS) tem tornado-se cada vez mais a técnica de 

escolha para a análise de amostras complexas de proteínas. A proteômica, utilizando a 

MS se torna viável pela disponibilidade de base de dados de sequências de genes 

(genoma) e avanços técnicos e conceituais em muitas áreas, como a descoberta e 

desenvolvimento de métodos de ionização de proteínas, reconhecidos com o prêmio 

Nobel de 2002 em química (AEBERSOLD & MANN, 2003). 

Há dez anos, para sequenciar uma proteína, quantidades consideráveis 

precisavam ser purificadas e uma técnica conhecida como degradação de Edman era 

utilizada. No entanto, este método falha completamente quando a proteína é acetilada 

em seu grupo amino terminal ou se este for bloqueado, pois esta reação requer grupos 

aminos terminais livres. Durante a década de 90, a Espectrometria de Massa, substituiu 

a degradação de Edman, isso porque a técnica de MS é muito mais sensível e pode 

fragmentar peptídeos em segundos, ao invés de horas ou dias.  

Espectrômetros de massa podem medir a massa de proteínas intactas, no entanto, 

realiza-se o sequenciamento de peptídeos ao invés de proteínas, uma vez que a 



 

 

27

sensibilidade do espectrômetro de massa para proteínas é bem menor que para 

peptídeos. Os peptídeos quando ionizados e analisados por um espectrômetro de massa 

geram, além do íon molecular, íons provenientes de fragmentações internas das suas 

moléculas 19, os quais são: íons N-terminal e C-terminal (STEEN & MANN, 2004). 

As vantagens das técnicas de MS incluem sensibilidade, rapidez e aplicação a 

misturas complexas. Nos últimos anos, com os avanços tecnológicos, a MS tem sido 

destacada não apenas para estudos de estruturas primárias de proteínas, mas também 

como a tecnologia central para o campo de proteômica (STEEN & MANN 2004). 

Medidas por MS são efetuadas a partir de analitos ionizados e ejetados para 

dentro de um espectrômetro de massa. Por definição, um espectrômetro de massa 

consiste em uma fonte de íons, um analisador de massa que mede a razão massa/carga 

(m/z) de um analito ionizado e um detector que registra o número de íons em cada valor 

de m/z. Ionização por eletrospray (ESI) e Ionização/dessorção a laser assistida por 

matriz (MALDI-MS: Matrix-assisted Laser Desorption/Ionization Mass Spectrometry) 

são as duas técnicas mais comumente utilizadas para ionizar as proteínas ou peptídeos 

para análise por espectrometria de massa. A técnica ESI consiste em transferir analitos 

ionizados da solução para a fase gasosa sendo, portanto facilmente acoplada a técnicas 

de separação líquida (por exemplo, separação cromatográfica líquida e eletroforética). A 

técnica de MALDI dessorve e ioniza as amostras a partir de pulsos de laser com o 

auxílio de uma matriz cristalina e seca. MALDI-MS é normalmente utilizada para 

analisar misturas relativamente simples de peptídeos, enquanto que ESI-MS (LC-MS) 

são sistemas preferíveis na análise de amostras complexas (AEBERSOLD & MANN, 

2003). 

As análises proteômicas são hoje uma ferramenta valiosa na determinação da 

presença de biomarcadores ou no mapeamento de perfil dos mesmos dentro de grupos 

de amostras diferentes, por exemplo, em indivíduos doentes e sadios, de alta e baixa 

fertilidade, assim como de alta e baixa congelabilidade. O resultado final de um 

experimento é uma lista de peptídeos que são regulados com aumento ou decréscimo 

entre os dois grupos. A determinação da variação na concentração relativa e absoluta é 

fundamental para a descoberta de biomarcadores válidos. 

Métodos de obtenção de perfil proteico e MALDI-MS são duas técnicas 

relativamente novas (REYZER & CAPRIOLI, 2007) e que têm sido utilizadas na 

descoberta de biomarcadores proteicos. As proteínas são provavelmente as moléculas 

mais afetadas quando as doenças são diagnosticadas; além de refletirem a fisiologia 



 

 

28

celular (AEBERSOLD et al, 2005), também podem refletir fertilidade e congelabilidade 

e há uma grande expectativa na descoberta de muitos biomarcadores proteicos. 

 

2.6 A Criopreservação do Sêmen 

 

Os primeiros resultados, obtidos na inseminação artificial com utilização de 

sêmen congelado foram alcançados por Polge & Rowson, em 1952 e, em equinos, a 

primeira congelação de sêmen bem sucedida ocorreu em 1950. No entanto, somente em 

1957 que Barker e Gandier relataram a primeira concepção decorrente de inseminação 

com sêmen congelado. A partir desta data, a tecnologia da criopreservação tem 

apresentado desenvolvimento notório: melhoramento na qualidade e na fertilidade do 

sêmen após o processamento. Apesar de avanços tecnológicos, a inseminação artificial 

ainda encontra barreiras no que se refere à congelação do sêmen (AURICH et al., 1996, 

LOOMIS, 2001). 

A criopreservação é o processo para preparação de uma suspensão de células para 

estocagem: refrigeração ou congelação (em temperaturas inferiores a -80°C), que 

posteriormente retornam a temperaturas próximas à do organismo. Embora a técnica 

permita a sobrevivência, pode causar prejuízo à função e até mesmo a morte celular.  

Os princípios biofísicos aplicados à criopreservação de células e tecidos vivos são 

empregados também na congelação de espermatozoides. Durante o processo da 

criopreservação e/ou descongelamento ocorrem danos provocados pelas baixas 

temperaturas a que são submetidos os espermatozoides. Entre estes danos estão: a 

formação de cristais de gelo intracelulares; o aumento da concentração intracelular de 

solutos e as correlacionadas, resultantes da desidratação celular durante o processo de 

congelação. A lesão celular pode ser causada diretamente, afetando estruturas celulares 

(ruptura de membranas), ou indiretamente, alterando as funções celulares através do 

processo metabólico (HOLT, 2000). 

Em condições de estresse provocado pela criopreservação, as membranas podem 

sofrer rearranjos, formando pontos vulneráveis e, com isso, induzir à excessiva 

permeabilidade ou mesmo rompimento da membrana (AMANN & GRAHAM, 1992). 

Na membrana espermática, esse estresse está relacionado à fase de transição dos 

lipídeos, a qual altera o estado funcional da membrana (HOLT, 2000). Quando a 

temperatura é reduzida, os lipídeos sofrem uma fase de transição de um estado fluido, 

na qual a interação entre as cadeias de ácidos graxos são relativamente desorganizadas, 
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para um estado de gel, no qual a cadeia de ácidos graxos torna-se rígida e paralela 

(AMANN & GRAHAM, 1992). Os efeitos causados pela fase de transição dos lipídeos 

provocam respostas cinéticas não lineares em algumas enzimas, incluindo algumas 

ATPases de membrana, cuja atividade depende do estágio físico dos lipídeos (HOLT, 

2000). 

Os eventos ocorridos (alterações nas membranas na fase de transição) são 

parcialmente revertidos no descongelamento (HOLT & NORTH, 1984; DE LEEUW et 

al., 1990). A temperatura aumenta e, em consequência, a membrana plasmática é 

submetida a redistribuições estruturais, envolvendo lipídeos e proteínas (HOLT, 2000).  

Outros componentes da membrana podem ser alterados pelo estresse da 

temperatura. As proteínas da membrana são agrupadas na fase de transição lipídica e é 

esperado que isso altere a função, especialmente das proteínas que sofrem modulação 

estrutural para realizar sua função, como os canais iônicos proteicos (HOLT, 2000). 

Também a permeabilidade da membrana aumenta no resfriamento (ROBERTSON 

& WATSON, 1986), devido ou ao incremento nas alterações da membrana ou a efeitos 

específicos nos canais proteicos. A regulação do cálcio é afetada pela refrigeração, o 

que provoca sérias consequências na função celular (BAILEY & BUHR, 1994), sendo 

as alterações, em alguns casos, incompatíveis com a viabilidade da célula. A 5oC 

aumenta a permeabilidade da membrana ao Ca2+: ele se acumula na célula, contribuindo 

para alterações semelhantes às ocorridas no processo da capacitação e nos eventos de 

fusão entre a membrana plasmática e a membrana externa do acrossoma (WATSON, 

1995). 

Existem muitas semelhanças entre os danos à membrana ocorridos na 

criopreservação e na reação acrossômica: uma é a versão desorganizada da outra 

(WATSON, 2000). O aumento do Ca2+, que acontece na criopreservação, é típico do 

espermatozoide capacitado, mas a fosforilação da tirosina, que ocorre no processo da 

capacitação, é distinta da ocorrida no processo da congelação (WATSON, 2000). 

Os elementos do citoesqueleto da célula também são sensíveis à temperatura. 

Spungin et al. (1995) postularam que a despolimerização da actina F do citoesqueleto é 

necessária para permitir a aproximação da membrana plasmática com a membrana 

externa do acrossoma, promovendo a exocitose do conteúdo acrossomal, talvez 

contribuindo para a fusão desorganizada das membranas que ocorre na criopreservação 

(HOLT, 2000). 
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Alterações significativas na pressão osmótica, meio ao qual o espermatozoide é 

submetido, ocorrem na criopreservação. O estresse induzido pela formação dos cristais 

de gelo é principalmente associado com alterações na pressão osmótica na fração não-

congelada (WATSON & DUCAN, 1988). A água congela e cristaliza como gelo fora da 

célula; a pressão osmótica do remanescente líquido do soluto aumenta e a membrana 

espermática é extremamente sensível ao estresse osmótico (WATSON, 2000), o que 

pode também afetar o citoesqueleto celular (WATSON, 1995). Efeitos similares 

acontecem no descongelamento (HOLT, 2000).  

 

2.6.1 Crioprotetores Utilizados na Espécie Equina 

 

Numerosos diluentes são utilizados para resfriar, armazenar, transportar e 

congelar o sêmen de garanhões e sua finalidade é favorecer a longevidade máxima de 

fertilidade das células espermáticas, embora se saiba que há significativa variação e 

imprevisibilidade de tolerância frente aos diluentes e técnicas de resfriamento e 

congelamento. Não existe seleção para fertilidade do sêmen congelado em garanhões 

(LOOMIS & GRAHAM, 2008) e resultados de vários estudos indicam que de 20% a 

50% dos garanhões possuem sêmen com baixa congelabilidade (TISCHNER, 1979; 

AMANN & PICKETT, 1987; MÜLLER, 1987; VIDAMENT et al., 1997). Segundo 

PALMER (1984), apenas 50% dos garanhões apresentam boas taxas de fertilidade após 

o descongelamento. Resultados têm demonstrado taxas de prenhez por ciclo entre 38% 

e 73% (METCALF, 1995; VIDAMENT, 2005; NIELSEN et al., 2008) e taxas de 

prenhez por temporada de 76% a 82% (BARBACINI et al., 1999; LOOMIS, 2001). 

Atualmente existem várias técnicas de diluição, resfriamento e congelamento 

sendo empregadas na espécie equina, com diferentes taxas de sucesso. Em um 

levantamento, Alvarenga et al. (1996) demonstraram a existência dos fatores raciais e 

individuais relacionados com resistência à congelação na espécie equina. Estes índices 

dependem da tolerância do sêmen do reprodutor frente ao diluente ou da técnica 

utilizada, além de fatores ligados à égua e ao manejo dos animais (PICKETT & 

AMANN, 1987). 

Com a aceitação do uso de sêmen congelado por muitas associações de raça na 

última década, houve uma renovação e estímulo a pesquisas sobre protocolos para 

congelação de sêmen de garanhões (ALVARENGA et al., 2005). No entanto, na espécie 

equina, a biotecnologia de criopreservação do sêmen se depara com a grande variação 
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entre garanhões e ejaculados de um mesmo garanhão em resistir aos fenômenos físico-

químicos inerentes à congelação. Em vista disso, muitos estudos têm buscado aumentar 

a eficiência do processo de congelação através do aperfeiçoamento de diluentes, 

protocolos de processamento do sêmen e metodologias de inseminação (DE VITA, 

2008). 

Alvarenga et al. (2005) afirmaram que a indústria equina utilizará o sêmen 

congelado em larga escala somente quando a fertilidade deste for melhorada. Dessa 

forma, vários procedimentos são testados, a fim de melhorar a qualidade seminal pós-

descongelação. 

A sobrevivência espermática à criopreservação requer a solução de uma equação 

multifatorial, sendo que a preservação de componentes celulares como membrana 

plasmática, acrossomo, mitocôndria, citoesqueleto, núcleo e glicocálix são fatores 

incluídos neste processo (GRAHAM, 1996). Portanto torna-se indispensável a aplicação 

de procedimentos que evitem ao máximo lesões à célula espermática durante o 

processamento do sêmen para fins de armazenamento e inseminação artificial, já que o 

número de fatores capazes de afetar a integridade da membrana plasmática aumenta 

nestas situações (AURICH, 2005). 

Para atenuar os efeitos deletérios do processo de resfriamento, congelação e 

descongelação, vários procedimentos são adotados para, conjuntamente, atuarem na 

preservação celular (AMANN & PICKETT, 1987; KATILA 1997). 

A incorporação de crioprotetores aos meios diluentes tem como intuito a 

proteção dos espermatozoides durante o ciclo de congelação/descongelação. Uma gama 

de substâncias tem sido utilizada para fornecer proteção às células espermáticas 

(SQUIRES et al., 1999). A maioria dos meios diluentes para congelação de sêmen 

contém uma fonte de lipoproteínas, através da incorporação de produtos do leite, gema 

de ovo ou uma combinação destes dois ingredientes, que auxiliam na estabilização das 

membranas durante os ciclos da congelação/descongelação. Monossacarídeos (glicose 

ou frutose), dissacarídeos (sacarose ou lactose) e trissacarídeos (rafinose) também são 

comumente incorporados. Os dissacarídeos e trissacarídeos são açúcares não 

permeáveis, usados principalmente por suas propriedades osmóticas. Os 

monossacarídeos também possuem efeitos osmóticos, porém eles podem ser utilizados 

pelos espermatozoides como uma fonte de energia. Entre os crioprotetores penetrantes, 

o glicerol é o crioprotetor universalmente utilizado, embora outros agentes estejam 

sendo empregados, como dimetilsulfóxido, etilenoglicol, metilformamida e 
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dimetilformamida (VARNER, 2003). Outros componentes como EDTA, detergentes, 

tampões e antibióticos também são incluídos nos meios (COTORELLO & HENRY, 

2002). 

Os crioprotetores são classificados em penetrantes e não-penetrantes Os 

crioprotetores penetrantes são substâncias que atuam tanto no meio intra quanto no 

extracelular, sendo comumente utilizados os álcoois (glicerol e etilenoglicol), 

dimetilsulfóxido (DMSO) e amidas (metilformamida e dimetilformamida). Já os 

crioprotetores não penetrantes são alguns açúcares, lipídeos e lipoproteínas, que 

protegem a célula sem a necessidade de penetração, através de mecanismos osmóticos 

que induzem à desidratação celular e previnem a formação de gelo intracelular 

(AMANN & PICKETT, 1987; KEITH, 1998). 

Embora os crioprotetores intracelulares sejam fundamentais para a sobrevivência 

espermática, eles podem exercer efeitos tóxicos com influência nas taxas de fertilidade. 

Entre os efeitos nocivos relatam-se o aumento da permeabilidade e indução da fusão da 

membrana plasmática; inibição da atividade enzimática; desnaturação de proteínas; 

alterações na interação da actina, polimerização da tubulina e associação dos 

microtúbulos; distúrbio no balanço bioenergético; associação com o glicocálix e 

proteínas da superfície celular (FAHY et al., 1990; HAMMERSTEDT & GRAHAM, 

1992; ROSSI et al., 2003). 

A utilização de diversos crioprotetores e combinações podem minimizar e 

controlar seus efeitos deletérios, possibilitando resultados mais satisfatórios de 

motilidade e viabilidade pós-descongelação com melhores taxas de concepção 

(MEDEIROS et al., 2002; ROSSI et al., 2003). 

Desde a descoberta do glicerol como um agente crioprotetor eficiente, o sêmen 

de uma variedade de animais domésticos, de laboratório e silvestres, assim como do 

homem, tem sido congelado e usado para inseminação artificial, tornando o glicerol o 

crioprotetor rotineiramente utilizado (PARKS & GRAHAM, 1992; ALVARENGA et 

al., 2005). No entanto, cabe ressaltar que dados apresentados por Medeiros et al. (2007) 

demonstraram que as amidas são superiores ao glicerol em preservar a motilidade e a 

integridade da membrana plasmática dos espermatozoides de equinos quando 

submetidos ao estresse osmótico. Acredita-se que a menor viscosidade associada ao 

menor peso molecular das amidas facilite a permeabilidade do crioprotetor através da 

membrana, evitando a formação de um gradiente osmótico. 
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As amidas possuem um mecanismo de ação crioprotetor diferente do glicerol, 

devido a sua estrutura molecular e sua habilidade de permear a membrana celular. O 

mecanismo de ação das amidas é devido a seu grupamento funcional amina, o qual 

contém nitrogênio, portanto, quimicamente distinto do grupamento funcional do glicerol 

que são as hidroxilas. As amidas realizam ligações de hidrogênio com a molécula da 

água em três sítios de ligação. Além disso, devido ao menor peso molecular e 

viscosidade das amidas em relação ao glicerol, elas possuem maior permeabilidade de 

membrana, diminuindo a possibilidade de danos celulares causados por estresse 

osmóticos (BALL & VO, 2001). Desta forma supõe-se que as amidas possuam uma 

forma mais eficaz de realizar a coligação com a molécula da água, desempenhando um 

mecanismo crioprotetor celular mais eficiente que o glicerol (BALL & VO, 2001). 

Deve ser considerado que os protocolos de criopreservação de sêmen equino não 

são padronizados e o sucesso da preservação varia substancialmente (SAMPER & 

MORRIS, 1998). Geralmente os resultados são menores quando comparados a outras 

espécies. Um dos pré-requisitos para uma preservação bem sucedida de sêmen equino é 

a alta qualidade inicial. Essa qualidade mostra diferenças consideráveis entre garanhões 

e a evidente variação na congelabilidade de sêmen de garanhões é um dos fatores que 

mais determina o sucesso da inseminação artificial com sêmen congelado (SAMPER et 

al., 1991; BLOTTNER et al., 2001). 

Os indivíduos podem ser classificados como produtores de sêmen de alta e baixa 

congelabilidade, dependendo das características estruturais da membrana, o que é 

geneticamente determinado, predispondo à sobrevivência aos estresses da 

criopreservação (WATSON, 2000). 
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Resumo 

O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil proteico do plasma seminal equino utilizando 

eletroforese bidimensional de gel de acrilamida (2D-PAGE) e determinar se algumas 

das proteínas presentes estavam relacionadas com a congelabilidade do sêmen. O 

plasma seminal foi coletado de 10 garanhões, de alta e baixa congelabilidade de sêmen, 

provenientes do Haras Estatal da Baixa Saxônia, na cidade de Celle, na Alemanha e 

rotineiramente utilizados em programas de inseminação artificial. Vinte e cinco bandas 

proteicas foram encontradas nos géis bidimensionais (12%) e sete delas foram 

identificadas por MALDI-MS. Das 25 proteínas encontradas nas amostras de plasma 

seminal dos garanhões, duas bandas proteicas apresentaram densidade óptica superior 

(P<0,05) nas amostras de garanhões de alta congelabilidade o sêmen: as bandas 5 (80-

85 kDa, pI 7,54) que foi identificada como CRISP-3 e a 45 (18,2 kDa, pI 5,0-5,2) 

identificada como HSP-2. Contrariamente a banda 7 (75,4 kDa, pI 6,9 – 7,4) 

identificada como lactoferrina, a 15 (26,7 kDa, pI 5,51) identificada como calicreína, a 

25 (25 kDa, pI 7,4) como CRISP-3 e a 35 (13,9 kDa, pI 3,8 – 4,2) que foi identificada 

como HSP-1, apresentaram valores de densidade óptica superior (P<0,05) nos 

reprodutores de baixa congelabilidade do sêmen. As proteínas foram identificadas 

através de espectrometria de massa MALDI-MS. As evidências encontradas neste 

experimento mostram que existem diferenças no perfil proteico dos reprodutores de alta 
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e baixa congelabilidade do sêmen, sugerindo as proteínas CRISP-3 e a HSP-2 como 

possíveis marcadores da alta congelabilidade de sêmen de garanhões. 

Palavras-chave: CRISP-3, HSP-1, HSP-2, lactoferrina, calicreína, eletroforese 

bidimensional 

 

Abstract 

 

The objective of this study was to evaluate protein profile of equine seminal plasma 

using two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE) and to find if 

any of these proteins was related with semen freezability. Seminal plasma was collected 

from 10 stallions of high and low semen freezability routinely used in AI programs 

from the State Stud of Lower Saxony an Artificial Insemination Center. Twenty five 

protein spots were found in the 2 D gel (12%) and seven of which were identified by 

MALDI-MS. Of the 25 proteins found in the research stallions, two spots showed 

superior relative content (P<0.05) in seminal plasma samples collected from stallions 

with high semen freezability: the spots 5 (80-85 kDa, pI 7.54) was identified as CRISP-

3 and 45 (18.2 kDa, pI 5.0-5.2) was identified as HSP-2. Conversely, the spot 7 (75.4 

kDa, pI 6.9 – 7.4) was identified as lactoferrin, 15 (26.7 kDa, pI 5.51) was identified as 

kallikrein, 25 (25 kDa, pI 7.54) was identified as CRISP-3 and 35 (13.9 kDa, pI 3.8 – 

4.2) was identified as HSP-1, showed superior relative protein content (P<0.05) on 

seminal plasma samples from stallions with low semen freezability. The Proteins were 

identified by MALDI-MS. There were differences in the seminal plasma protein profile 

from stallions with high and low semen freezability. It may be suggested that CRISP-3 

and HSP-2 may be considered possible seminal plasma markers of high semen 

freezability. 

 

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

electrophoresis 
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1. Introdução 

 

As proteínas do plasma seminal são produtos da secreção principalmente do 

epidídimo e glândulas sexuais acessórias. Existem evidências diretas de que algumas 

destas proteínas desempenham múltiplos efeitos tanto na função espermática como no 

trato genital feminino [1]. As proteínas do plasma seminal equino foram caracterizadas 

nas duas últimas décadas. Amann et al. [2] relataram proteínas do plasma seminal 

equino com pesos moleculares entre 13 e 122 kDa; e utilizando SDS-PAGE, 

demostraram uma baixa correlação entre a presença de duas proteínas no sêmen fresco e 

a motilidade pós-descongelamento. Brandon et al. [3] detectaram 14 proteínas através 

de eletroforese bidimensional. Algumas destas proteínas foram correlacionadas com a 

fertilidade de alguns garanhões [3].  

As principais proteínas do plasma seminal equino, que constituem a maioria do 

conteúdo total de proteína do plasma seminal foram caracterizadas por Calvete et al. [4]. 

Essas proteínas isoladas, designadas como proteínas do plasma seminal equino (HSP-1 

a HSP-8), possuem baixo peso molecular (14 a 30 kDa). Com exceção da HSP-4, todas 

apresentam propriedades de ligação ao espermatozoide. As proteínas HSP-1, HSP-2 e 

HSP-5 até HSP-8, também possuem habilidade de ligação com a heparina e estão 

associadas à superfície espermática, indicando um importante papel na fertilização [1]. 

As proteínas HSP-1 e HSP-2 (recentemente denominadas SP-1 e SP-2, respectivamente 

[5]) são as proteínas que estão em maior quantidade no plasma seminal equino, 

perfazendo de 70% a 80% do total. Elas pertencem à família das fibronectinas tipo II 

(Fn-2) [6], que são proteínas ortólogas as principais proteínas de ligação à heparina nos 

bovinos (BSP). A HSP-3 é membro da família das proteínas secretórias ricas em 

cisteína (CRISPs) [7]. A proteína do plasma seminal equino HSP-4 foi descrita como 

um produto relacionado ao gene da calcitonina. A proteína HSP-5 não pode ser 

relacionada a nenhum outro tipo de proteína conhecida. As HSP-6 e HSP-8 são 

isoformas de uma proteína que pertence à família das calicreínas, enquanto a HSP-7 é a 

homóloga equina da espermadesina AWN-1 do suíno [8]. 

A contribuição das proteínas do plasma seminal à congelabilidade do sêmen foi 

relatada em machos das diversas espécies, inclusive bovinos [9-12], ovinos [13,14], 

bubalinos [15,16] e suínos [17]. Entretanto, as informações sobre as proteínas do plasma 

seminal equino e a relação com a congelabilidade do sêmen ainda são limitadas. Além 

disso, o perfil proteico do plasma seminal equino ainda não foi correlacionado a 
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congelabilidade do sêmen através de eletroforese bidimensional com gel de 

poliacrilamida. 

Os objetivos do presente estudo foram avaliar o perfil proteico do plasma 

seminal equino dos garanhões utilizados em programas de Inseminação artificial no 

Haras Estatal da Baixa Saxônia, em Celle, Alemanha, utilizando eletroforese 

bidimensional SDS-PAGE e determinar se este perfil proteico está correlacionados à 

congelabilidade do sêmen. 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1. Coleta e processamento das amostras 

 

O plasma seminal foi obtido de 10 garanhões Hanoverianos do Haras Estatal da 

Baixa Saxônia. Os garanhões tinham fertilidade comprovada e eram utilizados 

rotineiramente em programas de inseminação artificial. Os animais foram mantidos em 

condições similares de manejo e alimentação. Os garanhões foram divididos em dois 

grupos, baseado em seus parâmetros espermáticos de congelabilidade de sêmen: alta 

(n=5) e baixa (n=5), utilizando os dados fornecidos pela central de inseminação. Na 

central de inseminação, a motilidade progressiva mínima padrão para o sêmen pós-

descongelamento é de pelo menos 35%, baseado em um sistema de análise de sêmen 

computadorizada (Stroemberg-Mika, Montreux, CH). Garanhões com alta 

congelabilidade tiveram mais de 30% de ejaculados viáveis após descongelamento. Ao 

contrário, os garanhões classificados como de baixa congelabilidade apresentaram 

menos de 30% dos ejaculados viáveis após descongelamento. 

Foram coletados dois ejaculados de cada garanhão. Após remover uma amostra 

de 2 mL para o experimento (ver sessão 2.2 Eletroforese), o sêmen foi congelado por 24 

horas e então descongelado. Ao descongelamento, os garanhões de alta congelabilidade 

do sêmen apresentaram uma média de 63,0% ± 9,4 de motilidade progressiva, 50,9 ± 

7,8 µ/sec de velocidade ao longo de uma trajetória média (VAP), 110,2 ± 16,7 µ /sec de 

velocidade curvilínea (VCL) e 42,4 ± 5,8 µ /sec de velocidade progressiva (VSL). Os 

garanhões com baixa congelabilidade, as médias após o descongelamento foram 33,9% 

± 11,9 de motilidade progressiva, 27,2 ± 8,2 µ/sec de velocidade ao longo de uma 

trajetória média (VAP), 63,4 ± 19,3 µ /sec de velocidade curvilínea (VCL) e 22,2 ± 6,9 
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µ /sec de velocidade progressiva (VSL). Todos os dados apresentaram diferenças 

estatísticas entre os dois grupos. 

A alíquota de 2 mL de sêmen foi centrifugada a 1500 x g por 15 a 20 minutos 

para obtenção do plasma seminal. O sobrenadante foi acondicionado em criotubos e 

armazenado em nitrogênio líquido até sua utilização. Posteriormente as amostras foram 

descongeladas e centrifugadas a 10.000 x g por 60 minutos a 4°C e uma alíquota de 50 

µL do sobrenadante foi armazenada em criotubos a -70 °C. A concentração de proteína 

total das amostras foi determinada conforme descrito por Lowry et al. [18], 

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

 

2.2. Eletroforese 

 

As amostras de plasma seminal foram submetidas, em duplicata, à eletroforese 

bidimensional em gel de acrilamida (2D-PAGE), conforme descrito por O‘Farrel et 

al.[19] e modificado por Rodnigth et al. [20]. A solução utilizada para a separação em 

primeira dimensão continha 9 mol/L de ureia, 12,5 mmol/L de lisina, 7 mmol/L de 

dodecil sulfato de sódio (DSS) (Sigma Chemical, St. Louis MO, USA), 4% (vol/vol) de 

Igepal e 2% (vol/vol) de 2-mercaptoetanol. A primeira dimensão constituía-se de 

eletroforese não equilibrada (NEPHGE) em gel de poliacrilamida a 3,5% de acordo com 

o método previamente descrito [22], com gradiente de pH de 3 a 10 (Amersham, 

Pharmacia Biotech, Upsala, Sweden). 

Foi aplicada uma quantidade de 60µg de proteína em cada tubo e foi usado como 

marcador de frente de corrida o citocromo C (Sigma Chemical St. Louis, MO, USA). A 

fonte utilizada foi EPS 35011 com voltagem máxima de 800 V, amperagem máxima de 

10 mA e potência de 0,125 W por gel. A corrida teve a duração de 90 minutos. 

Para a segunda dimensão foi utilizada eletroforese em placas de gel (SDS-

PAGE), com sistema de tampão descontínuo, que separa as proteínas pelo seu peso 

molecular. Foi utilizado gel de separação com uma concentração de 12% de acrilamida. 

Foi utilizado o padrão proteico (Sigma Chemical) constituído de: albumina sérica 

bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbônica (29 kDa), tripsinogênio (19 

kDa), inibidor da tripsina (20 kDa), α-lactoalbumina (14,2 kDa) e aprotinina (6,6kDa).  
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2.3. Coloração das proteínas 

 

Os géis foram imersos em uma solução a 0,15% de Comassie Brilliant Blue R-

250 (Sigma Chemical), 53% de metanol, 7% de ácido acético e água por 

aproximadamente 18 horas. A descoloração dos géis para evidenciação das bandas foi 

efetuada em uma solução de 53% de metanol, 7% de ácido acético e água, por no 

mínimo cinco trocas de solução por gel. 

 

2.4. Secagem dos géis 

 

Os géis descorados foram equilibrados por duas horas em solução de 50% de 

metanol, 1% de glicerol em água destilada, colocados entre duas folhas de celofane até 

sua completa secagem. 

 

2.5. Obtenção e análise das imagens 

 

Após secagem, os géis foram escaneados (Hewlet-Packard Scanjet 6100 C 

scanner, São Paulo, SP, Brasil) e analisados pelo programa Optiquant Acquisition & 

Analysis (versão 2.00, Packard Instrument, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) para 

determinação da densidade óptica das bandas proteicas, as quais foram expressas em 

pixeis. A densidade óptica das bandas proteicas foi expressa em percentagem relativa, 

sendo que 100% representa o total de bandas (pixeis) de uma área definida, constante 

para todos os géis, correspondendo cada banda proteica a uma percentagem do total. 

Através do peso molecular e do ponto isoelétrico (pI) aproximado, foi verificada a 

correspondência entre as bandas proteicas analisadas e as proteínas específicas do 

plasma seminal equino já descritas na literatura. 

 

2.6. Análise estatística 

 

O delineamento utilizado foi completamente ao acaso com repetições (géis), 

sendo considerado como fator em estudo a congelabilidade (alta e baixa) e como erro 

experimental os garanhões dentro da congelabilidade. Como variável dependente, foram 

considerados os logaritmos das percentagens relativas da densidade óptica das bandas 

proteicas. Foi utilizada a análise de variância (ANOVA), com um nível de significância 
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de 5%. O programa estatístico utilizado foi o General Linear Model procedures 

(Statistical Analysis System, versão 9.2, SAS Institute, Cary, NC, USA). 

2.7. Identificação das proteínas 

 

As bandas contendo as proteínas de interesse foram cortadas dos géis 

bidimensionais e enviadas para identificação na Columbia University/Protein 

Chemistry Core Facility, EUA.  

A identificação das proteínas de interesse foi obtida através de espectometria de 

massa. As bandas dos géis foram transferidas para tubos limpos e foi adcionada água 

destilada para permitir a hidratação dos géis, após o celofane foi retirado através de 

pinças. Em seguida, os géis foram preparados para digestão, onde cada banda proteica 

recortada do gel, após a hidratação, era lavada por duas vezes com uma solução 

contendo 100 µl de Tris 0,05 M, pH 8,5 mais 30% de acetonidrila por 20 minutos 

sob agitação. Os géis eram novamente lavados com 100% de acetonitrila por 1-2 

minutos. Posteriormente as peças de gel eram submetidas à secagem por três 

minutos em centrífuga concentradora tipo Speed-Vac. 

Os géis foram submetidos à digestão pela adição de 0,06µg de tripsina 

modificada (sequencing grade, Roche Molecular Biochemicals) em 13-15 µl de Tris 

0,025 M, pH 8,5. Os tubos eram incubados para bloqueio em banho maria a 32oC por 

18 horas. Após o bloqueio, os peptídeos extraídos eram lavados por duas vezes com 

uma solução contendo 50 µl de acetonitrila 50% mais 2% de TFA; os extratos eram 

secos e ressuspendidos em uma solução matriz. A solução matriz foi preparada com 

uma solução de 10 mg/mL de ácido 4-hidroxi-α-ciano-cinâmico em 50% de acetonitrila 

mais 0,1% TFA e foram adicionados à solução matriz dois padrões: angiotensina e o 

peptídeo ACTH 7-38. Os extratos secos eram dissolvidos em 3 µl da solução matriz e 

0,5 µl foi colocado sobre as amostras. Quando a banda era completamente seca, foi 

lavada por duas vezes com água milli-q.  

A análise através da espectrometria de massa MALDI, foi realizada utilizando 

um espectrômetro de massa modelo Voyager DE Pro em modo linear (Applied 

Biosystems). A massa molecular dos peptídeos foi submetida ao programa NCBI. Os 

peptídeos foram colocados em Banco de Dados de Sequência de Proteína NCBI e ou 

GenPept para identificação da proteína. Os programas usados foram ProFound 

http://129.85.19.192/profound-bin/WebProFound.exe e MS-Fit 

http://prospector.ucfs.edu.  
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3. Resultados 

 

A distribuição das proteínas do plasma seminal equino é apresentada na Fig. 1. 

Foram observadas 25 bandas proteicas nos géis. Entretanto, somente seis ejaculados 

(dois de garanhões de baixa e quatro de alta congelabilidade do sêmen, 

respectivamente), continham todas as 25 bandas proteicas. Não foram detectadas 

diferenças significativas para cada banda proteica nas amostras de um mesmo garanhão. 

Entretanto, seis ejaculados (dois e quatro, de garanhões de alta e baixa congelabilidade, 

respectivamente) não apresentaram todas as proteínas. 

Das 25 proteínas encontradas neste estudo, cinco bandas não estavam presentes 

nas amostras dos garanhões de baixa congelabilidade: 13 (25-27 kDa), 17 (26-27 kDa), 

29 (14-15 kDa), 43 (11-13 kDa) e 45 (18,2 kDA). Apenas a banda 13 (25-27 kDa) não 

estava presente nas amostras de plasma seminal de um reprodutor do grupo de alta 

congelabilidade do sêmen. O peso molecular, o ponto isoelétrico, a densidade óptica 

média e o desvio padrão dos 25 polipeptídios estão apresentados na Tabela 2. 

Seis das proteínas encontradas neste estudo apresentaram diferença quantitativa 

entre as amostras dos ejaculados dos reprodutores pertencentes ao grupo de alta 

congelabilidade, daquelas provenientes dos reprodutores de baixa congelabilidade do 

sêmen: as bandas 5 (80-85 kDa, pI 7,54), 7 (75 kDa, pI 8,32), 15 (26,7 kDa, pI 5,51), 25 

(25 kDa, pI 7,54), 35 (13,9 kDa, pI 8,14) e 45 (18,2 kDa, pI 5,0-5,2). A densidade óptica 

desses polipeptídios encontra-se expressa na Tabela 3. A banda 45 estava ausente nas 

amostras de plasma seminal de apenas um garanhão do grupo de baixa congelabilidade 

do sêmen. As demais bandas proteicas encontradas neste estudo não apresentaram 

densidades ópticas com diferenças significativas quanto às amostras dos reprodutores. 

Duas proteínas apresentaram densidade óptica superior nas amostras de plasma seminal 

dos reprodutores de alta congelabilidade do sêmen: a banda 5 (80-85 kDa, pI 7,54) 

identificada como CRISP-3 e a banda, 45 (18,2 kDa, pI 5,0-5,2) identificada como HSP-

2. Contrariamente às bandas proteicas anteriormente mencionadas, as proteínas 

representadas pelas bandas: 7 (75 kDa, pI 8,32) identificada como lactoferrina, 15 (26,7 

kDa, pI 5,51) identificada como calicreína, 25 (25 kDa, pI 7,54) identificada como 

CRISP-3, 35 (13,9 kDa, pI 8,14) identificada como HSP-1 apresentaram densidade 

óptica superior nas amostras de plasma seminal dos reprodutores de baixa 

congelabilidade do sêmen. (Figura1). 
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4. Discussão 

 

Vinte e cinco bandas com densidade óptica variável, pesos moleculares entre 10 

e 85 kDa e ponto isoelétrico (pI) de 3,2 a 7,54 foram detectadas nos géis após secagem, 

mas nenhuma dessas bandas apresentou variação significativa na frequência entre as 

amostras dos garanhões utilizados no experimento. 

A proteína representada pela banda 5, com peso molecular de 80 a 85 kDa e pI 

7,54 foi identificada como CRISP-3. Esta proteína apresentou densidade óptica superior 

nas amostras de garanhões de alta congelabilidade de sêmen, enquanto a banda proteica 

25 (25 kDa, pI 7,54) apresentou densidade óptica superior nas amostras do grupo de 

baixa congelabilidade. 

A proteína rica em cisteína-3 (CRISP-3) está presente em grandes quantidades 

no plasma seminal de garanhões. Essa proteína é expressa no epidídimo e através de 

todo o trato reprodutivo do equino, com maior expressão na ampola [7]. Com base na 

grande expressão da CRISP-3, conclui-se que ela pode apresentar um importante papel 

na reprodução equina. A CRISP-3 parece contribuir nas funções do plasma seminal no 

trato reprodutivo feminino, apesar do papel desta proteína no processo de fertilização de 

equinos ainda necessitar de maiores investigações [1]. O padrão de expressão do gene 

da CRISP-3 foi confirmado através de estudos de acompanhamento nos níveis proteicos 

que detectaram proteínas com sutis diferenças de peso molecular ao longo do trato 

reprodutivo masculino do equino [1], o que concorda com o presente resultado. 

Hamann et al. [23] identificaram 52 novos sítios de polimorfismo da CRISP-3 

em garanhões da raça Hanoveriana. Existem algumas principais diferenças entre 

genótipos para CRISP-3 c.+622G>A de polimorfismo de nucleotídeo único (SNP), que 

resulta em uma troca de aminoácido de glutamina para lisina na posição 208 da proteína 

CRISP-3. Possivelmente uma troca não conservativa de ácido glutâmico para lisina 

nessa região da CRISP-3 pode induzir a alteração de suas propriedades de ligação 

proteína-proteína, podendo subsequentemente afetar a fertilidade do macho. É possível 

supor que o polimorfismo entre os genes CRISP-3 no equino pode afetar a função da 

proteína. 

A banda proteica 7 (75,4 kDA, pI 6,9-7,4) foi identificada como lactoferrina, 

uma proteína de ligação ao ferro com massa molecular de 80 kDa [24,25]. A função 

fisiológica da lactoferrina seminal ainda permanece indefinida. É uma proteína 

secretada no epidídimo, mas não no testículo ou vasos deferentes do equino [26]. A 
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transferrina, proteína homologa a lactoferrina do leite [25], é a principal proteína sérica 

de ligação ao ferro e também está presente no plasma seminal, com sua origem nas 

células de Sertoli [27, 28]. Buckett et al. [28], reportaram concentração aumentada de 

lactoferrina em amostras de sêmen apresentando oligoespermia e oligoastenospermia 

quando comparadas a amostras normospérmicas em humanos. Em humanos e touros, 

níveis alterados de transferrina no plasma seminal têm sido associados a disfunções 

testiculares e reduzida fertilidade [30]. Considerando o aumento de sua concentração 

nas amostras de sêmen de humanos com oligospermia e astenospermia e a presença da 

lactoferrina quantitativamente superior no plasma seminal de garanhões de baixa 

congelabilidade do sêmen encontradas neste estudo, as funções biológicas desta 

proteína no equino aparentam ser similares àquelas reportadas em humanos. 

A proteína representada na banda 35, com peso molecular de 13,9 kDa e pI 3,8-

4,2 foi identificada como HSP-1, enquanto a proteína 45 com peso molecular de 18,2 

kDa e pI 5,0-5,2 foi identificada como HSP-2. HSP-1 (banda 35) apresentou densidade 

óptica superior nas amostras de garanhões do grupo de baixa congelabilidade do sêmen. 

Contrariamente, a banda 45 (HSP-2) apresentou densidade óptica superior nas amostras 

de reprodutores de alta congelabilidade. As proteínas do plasma seminal equino 1 e 2 

(HSP-1 e HSP-2), são duas proteínas homólogas as BSP do plasma seminal bovino. 

Foram purificadas e possuem propriedades de ligação com a fosforilcolina, a heparina e 

a gelatina [6, 30]. Todos os membros desta família de proteínas possuem um domínio 

tipo II, que parece ser responsável por estas propriedades de ligação e suas estruturas 

primárias apresentam de 50% a 65% de semelhança na sequência [6, 31-34]. 

A presença da proteína do plasma seminal do equino (HSP-2), com densidade 

óptica superior nas amostras dos garanhões de alta congelabilidade do sêmen, concorda 

com os achados de Jobim et al. [11], em bovinos, que encontraram uma banda proteica 

com peso molecular de 15 a 16 kDa, pI 4,7 a 5,2, com densidade óptica superior nas 

amostras de plasma seminal de touros de alta congelabilidade. Posteriormente essa 

proteína foi imunoidentificada como a proteína do plasma seminal de bovinos (BSP) 

A1/A2 [36]. As proteínas BSP A1/A2 conferem uma maior proteção das propriedades 

da membrana espermática durante o processo da congelação do sêmen [11]. 

Recentemente, Manjuntah et al. [12] relataram que a gema do ovo e a caseína do leite, 

que são amplamente utilizadas para a preservação do sêmen [10], protegem a função 

espermática através da prevenção da ligação das principais proteínas do plasma seminal 

bovino (BSP) ao espermatozoide, impedindo desta forma, a estimulação da perda 
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lipídica da membrana espermática mediada por estas proteínas. Esta interação 

aparentemente impede o efeito deletério das BSP sobre a membrana espermática. 

Semelhante com o que ocorre com a gema do ovo, o leite desnatado impede a ligação 

das BSP ao espermatozoide, reduzindo a perda lipídica, mantendo a motilidade 

espermática e a viabilidade durante o armazenamento. Enquanto a proteção espermática 

pela gema do ovo envolve o sequestro das BSP pelas lipoproteínas de baixa densidade 

(LDLs) presentes na gema, isto é, interação BSP-lipoproteína, a proteção fornecida pelo 

leite desnatado não envolve a participação de lipídeos ou lipoproteínas; ao contrário, as 

micelas de caseína presentes no leite desnatado sequestram as BSPs. Desta forma, a 

proteção espermática pelo leite desnatado envolve uma interação BSP-micela de caseína 

(proteína-proteína) [10]. Talvez a grande quantidade de proteínas HSP-2 detectada nas 

amostras de plasma seminal dos garanhões do grupo de alta congelabilidade do sêmen 

apresente o mesmo efeito das BSP A1/A2 acima mencionadas. 

Enquanto a proteína HSP-2 detectada neste estudo, apresentou densidade óptica 

superior nos garanhões de alta congelabilidade de sêmen, a HSP-1 apresentou-se 

quantitativamente superior naquelas amostras dos garanhões de baixa congelabilidade. 

As duas proteínas são membros da mesma família, entretanto a HSP-1 possui um grau 

diferente de glicosilação. Calvete et al. [6] reportaram que um grau maior ou menor de 

glicosilação da HSP-1 tem influência sobre a ligação com a heparina e esta propriedade 

pode influenciar outras funções da proteína. 

A banda proteica 15 (26,7 kDa, pI 5,51), que apresentou densidade óptica 

superior nas amostras dos garanhões pertencentes ao grupo de baixa congelabilidade, foi 

identificada como calicreína1. A calicreína específica prostática é membro da família do 

gene da serina-protease, que foi inicialmente descoberta no sêmen e considerado como 

marcador sérico de maior utilidade para o diagnóstico e prognóstico do câncer de 

próstata [37]. As serina-proteases purificadas do plasma seminal equino possuem uma 

extensa sequência de homologia com o antígeno prostático específico (PSA) em 

humanos [38]. A calicreína secretada pela próstata do equino (HPK) aparentemente 

representa a contraparte equina do PSA humano. A HPK foi purificada de garanhão 

reprodutivamente ativo e foi reportado que o nível de expressão do mRNA do PSA 

aumenta com andrógenos [38]. A sequência de aminoácidos da calicreína tem alto nível 

de similaridade (58 a 60%) com o PSA humano, o PSA do macaco-rhesus e com a 

calicreína prostática humana (hK2) [38]. 
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A calicreína 1 (KLK1), componente chave do sistema calicreína-quinina, é 

originária de um locus do braço longo do cromossomo 19 que contém diversas serina-

endopeptidades relacionadas. O papel biológico destas peptidases relacionadas à 

calicreína não está claro, mas evidências emergentes sugerem que elas podem ser 

importantes em diversos sistemas fisiológicos, por exemplo, reprodução do macho, 

homeostase cutânea, formação do esmalte dentário e desenvolvimento neural e 

plasticidade [39]. A análise filogenética também revelou a expressão gênica de uma 

peptidase relacionada à calicreína na próstata do equino, sendo considerada a PSA 

equina, sendo mais próxima da KLK1 do que da KLK3 [40]. Desta forma, a KLK3/ 

PSA equina, não é a PSA equina, mas uma paráloga [39]. 

Os demais polipeptídios analisados no plasma seminal equino, neste estudo, não 

apresentaram variação significativa entre as amostras do plasma seminal dos garanhões 

de alta e baixa congelabilidade do sêmen. Entretanto, os resultados obtidos devem ser 

interpretados com cuidado, pois proteínas de ligação a membrana não foram analisadas, 

e estas proteínas que poderiam ter sido influenciadas pela concentração espermática, 

não foram consideradas neste estudo. 

Em conclusão, existem diferenças no perfil proteico do plasma seminal de 

garanhões de alta e baixa congelabilidade do sêmen. Além disso, a CRISP3 e a HSP-2 

são potenciais marcadores de alta congelabilidade de sêmen de garanhões. 
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Tabela 2. Peso molecular, ponto isoelétrico e média e desvio padrão da densidade óptica 
dos polipeptídios do plasma seminal dos dez garanhões. 

Proteína PM (kDa) pI 
Densidade óptica 

(média e DP) 
 

3 80-85 7,2 – 7,5 0,046 ± 0,010 

5 80-85 7,54 0,039 ± 0,010 

7 75,4 6,9 – 7,4 0,449 ± 0,088 

9 65-70 5,0 – 5,5 0,162 ± 0,031 

11 27-29 4,8 – 5,0 0,137 ± 0,049 

13 25-27 4,9 – 5,2 0,092 ± 0,057 

15 26,7 5,51 0,166 ± 0,039 

17 26-27 5,0 – 5,3 0,058 ± 0,021 

19 25-26 5,0 – 5,5 0,146 ± 0,037 

21 25-26 5,6 – 5,8 0,059 ± 0,014 

23 25-26 7,3 – 7,5 0,163 ± 0,050 

25 25 7,54 0,245 ± 0,095 

27 14-15 5,0 – 5,3 0,246 ± 0,023 

29 14-15 4,4 – 4,6 0,173 ± 0,011 

31 14-15 4,2 – 4,4 0,062 ± 0,015 

33 12-14 3,9 – 4,2 0,383 ± 0,101 

35 13,9 3,8 – 4,2 0,144 ± 0,037 

37 13-14 3,4 – 3,7 0,195 ± 0,031 

39 11-13 4,2 – 4,3 0,090 ± 0,013 

41 12-13 3,4 – 3,6 0,064 ± 0,016 

43 11-13 3,2 – 3,6 0,188 ± 0,026 

45 18,2 5,0 – 5,2 0,098 ± 0,014 

47 10-12 5,0 – 5,5 0,264 ± 0,067 

49 10-12 5,8 – 6,2 0,184 ± 0,053 

51 10-11 6,4 – 6,8 0,115 ± 0,032 
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Tabela 3. Média e desvio padrão da densidade óptica dos polipeptideos do plasma seminal equino que apresentaram diferença 
quanto à congelabilidade do sêmen. 

Congelabilidade 
Bandas Proteicas 

5 7 15 25 35 45 

Baixa 0,036b± 0,010 0,479 a ± 0,053 0,178 a ± 0,031 0,279a± 0,076 0,155a± 0.035 0,092b± 0,005 

Alta 0,042a± 0,011 0,420b ± 0,105 0,154 b ± 0,03 0,214 b ± 0,102 0,134 b ± 0,037 0,103a ± 0,018 

a,b - Letras diferentes na mesma coluna representam diferença significativa (P<0,05). 
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Figura 1. Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida das proteínas do 
plasma seminal equino, corado com Coomassie blue. A seta superior mostra a 
direção do gradiente de pH não equilibrado (NEPHGE) da terminação alcalina (+) 
para a ácida (−) na primeira dimensão. A seta na esquerda demonstra a direção do 
peso molecular. As demais setas indicam as proteínas no plasma seminal equino 
que apresentaram diferença na congelabilidade do sêmen. 
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4 CONCLUSÕES 

 

Existem diferenças no perfil proteico do plasma seminal dos garanhões de alta e 

baixa congelabilidade do sêmen. 

A CRISP3 (80-85 kDa, pI 7,54) e a proteína HSP2 (18,2 kDa, pI 5,0-5,2), são 

proteínas do plasma seminal equino relacionadas com a alta congelabilidade do sêmen; 

assim, podem ser indicadas como marcadores. 

Indicam-se as proteínas lactoferrina (75,4 kDa, pI 6,9-7,4 ), calicreína (26,7 kDa, 

pI 5,51), CRISP3 (25 kDa, pI 7,54) e a HSP1 (13,9 kDa, pI 3,8-4,2) como indicativo da 

baixa congelabilidade do sêmen equino.  

  



 

 

54

5 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

 

Este estudo foi pioneiro em relacionar as proteínas do plasma seminal equino 

com a congelabilidade do sêmen, através da eletroforese bidimensional. Estudos 

relacionando as proteínas do plasma seminal equino com a congelabilidade do sêmen 

estão sendo dirigidos em diversos centros de pesquisa em todo o mundo. Os resultados 

obtidos poderão direcionar futuras pesquisas, como o estudo destas proteínas no plasma 

sanguíneo e o desenvolvimento de testes diagnósticos práticos para a identificação 

precoce de reprodutores de alta congelabilidade do sêmen. 
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Imagem do gel de poliacrilamida a 12% após eletroforese bidimensional, gerada no 
programa de análise de imagem Optiquant. Os números indicam as 25 bandas 
proteínas no plasma seminal equino que apresentaram diferença na congelabilidade 
do sêmen. 

 
 

  



 

 

110

APÊNDICE G

 
 



 

 

111

 



 

 

112

 



 

 

113

 



 

 

114

 



 

 

115

 



 

 

116

 
 
 
 


