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Caracterização de proteínas do plasma seminal e sua relação com parâmetros de
qualidade do sêmen criopreservado em ovinos

Characterization  of  seminal  plasma  proteins  and  its  relationship  with  quality  parameters  of  frozen
semen  in  ram

RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram analisar o perfil
proteico do plasma seminal ovino e identificar proteínas
relacionadas com a congelabilidade do sêmen que possam ser
utilizadas como marcadores para essa característica. Foram
utilizados os ejaculados de cinco reprodutores, nos quais foram
realizadas avaliações espermáticas e dos quais os plasmas
seminais obtidos por centrifugação foram submetidos à
eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida. Foram
identificados 92 spots, considerando todos os animais
analisados. A avaliação dos dados obtidos evidenciou
variações significativas nos resultados das análises do sêmen
dos animais e uma variabilidade no perfil proteico no plasma
seminal dos carneiros. As proteínas 03 (7,9kDa; pI 6,35), 23
(13,6kDa; pI 5,01) e 31 (21,4kDa; pI 4,75) se destacaram,
por apresentarem maior expressão e relações com as
características espermáticas. Sugere-se que mais estudos sejam
realizados para verificar se as proteínas 03, 23 e 31 podem ser
utilizadas como marcadores da capacidade criopreservadora
do sêmen.

Palavras-chave: proteína, sêmen, carneiro, congelabilidade,
eletroforese.

ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the
protein profile of ram seminal plasma and to identify proteins
associated with semen freezability, which could be used as marker
for predicting this feature. Semen from five rams was used.
The sperm analysis was held and the seminal plasma obtained
by centrifugation was submitted to two-dimensional
electrophoresis using acrylamide gel. Ninety two spots were
identified considering the analyzed animals. The results showed
a significant variation among sperm analysis of the animals

and variability in the protein profile of the seminal plasma of
the rams. The proteins 03 (7.9kDa; pI 6.35), 23 (13.6kDa; pI
5.01) e 31 (21.4kDa; pI 4.75) stood out because they showed
higher expression and because of its relationship with the sperm
characteristics. It is suggested more studies to verify if proteins
03, 23 and 31 could be used as markers of semen freezability.

Key words: protein, semen, ram, frezability, electrophoresis.

INTRODUÇÃO

O crescimento da inseminação artificial tem
ocorrido paralelamente ao desenvolvimento da
tecnologia para utilização de sêmen congelado, cujo
uso tem sido limitado em razão dos baixos índices de
fertilidade conseguidos com a inseminação via cervical
nos ovinos (MAXWELL & WATSON, 1996). No
carneiro, alguns aspectos da criopreservação
promovem, na membrana espermática, uma maturação
excessiva e aumenta precocemente a proporção de
espermatozeides capacitados e acrossoma reagidos
(HOLT, 2000).

Diversos estudos têm demonstrado que
componentes do plasma seminal inibem a capacitação
e possuem a habilidade de reverter os efeitos deletérios
provocados pelo choque térmico, melhorando a
viabilidade e heterogeneidade da membrana plasmática
do sêmen criopreservado de carneiro (OLLERO et al.,
1997; PÉREZ-PÉ et al., 2001). Os componentes do
plasma seminal, especialmente as proteínas,
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desempenham um papel crucial em todos os processos
relacionados com a capacidade fecundante dos
espermatozoides. Com isso, diversos estudos estão
sendo realizados com o objetivo de encontrar proteínas
no plasma seminal ovino que possam ser utilizadas
como possíveis marcadores da congelabilidade e da
fertilidade do sêmen (STRYER, 1988; JOBIM et al., 2003)

O objetivo do presente estudo foi relacionar
o perfil das proteínas do plasma seminal ovino com as
características de congelabilidade do sêmen,
identificando proteínas que possam ser utilizadas como
possíveis marcadores dessa metodologia.

MATERIAL   E   MÉTODOS

Foram utilizados cinco reprodutores da raça
Santa Inês, adultos, clinicamente sadios e mantidos
com mesmo regime de alimentação. Cada reprodutor
foi submetido a 16 coletas de sêmen com vagina
artificial. O sêmen de oito coletas foi utilizado para a
criopreservação, e o sêmen das outras oito coletas foi
utilizado para obtenção das amostras de plasma
seminal. Os animais foram separados em dois lotes:
lote A (79, 145 e 271) e lote B (05 e 21). Em cada dia de
coleta o sêmen de um grupo era congelado e o do outro
grupo era utilizado para separação do plasma. O
intervalo entre as coletas era de 48 horas. Os ejaculados
utilizados para criopreservação foram analisados
considerando os seguintes itens: coloração, aspecto,
odor, volume, turbilhonamento, motilidade, vigor,
morfologia e concentração espermática.

O sêmen fresco foi submetido à avaliação
de motilidade progressiva e integridade de acrossoma.
As avaliações de motilidade foram realizadas em
microscópio com contraste de fase, em aumento de
200x. A integridade do acrossoma foi determinada por
microscopia de campo claro por meio da coloração dupla
(Trypan-blue + Giemsa), segundo DIDION (1989).
Foram contados 200 espermatozoides lâmina-1, que
foram classificados em: vivo com o acrossomo íntegro
(VI), vivo com o acrossomo reagido (VR), morto com o
acrossomo íntegro (MI) e morto com o acrossomo
reagido (MR).

Para criopreservação, procedeu-se à diluição
do sêmen, ajustando-o a um total de 100x106

espermatozoides dose-1 e envasando-o em palhetas de
0,25ml, na proporção de 1:1 (sêmen/meio diluidor), sob
temperatura de 35ºC. O meio diluidor era composto por:
solução A (1,4g de glicina; 2,97g de citrato de sódio e
100ml de água destilada) e solução B (3g de frutose e
100ml de água destilada), sendo a solução final
composta por 57ml de A+B (solução A; solução B;
0,33g de penicilina potássica e 0,100g de

dihidroestreptomicina); 20ml de gema de ovo; 15ml de
leite desnatado 11%; 0,40ml de orvus es paste (OEP);
5ml de glicerol e 2,30ml de água destilada (Nutricell).
Imediatamente após esses procedimentos, as palhetas
com sêmen foram submetidas à refrigeração em
refrigerador doméstico (Consul compacto 120), a 5°C,
por 90 minutos, para, então, serem transferidas para
uma caixa de polietileno (isopor) contendo nitrogênio
líquido, permanecendo por 20 minutos em vapor de
nitrogênio e atingindo temperatura próxima de -120°C.
Posteriormente, foram mergulhadas no nitrogênio
líquido, acondicionadas em raques e armazenadas em
botijão criogênico a -196ºC.

Para as avaliações do sêmen criopreservado,
as palhetas foram descongeladas a 37°C, e o sêmen foi
incubado na mesma temperatura, em banho-maria, por
240 minutos, sendo avaliado quanto à motilidade no
momento da descongelação (hora 0) e aos 240 minutos
(hora 4) e quanto à integridade de acrossoma e de
membrana plasmática na hora 0.

A motilidade e integridade de acrossoma
foram avaliadas utilizando as mesmas técnicas
utilizadas para o sêmen fresco. A integridade da
membrana plasmática (IMP) foi avaliada utilizando-se
uma combinação das sondas fluorescentes Diacetato
de Carboxifluoresceína e Iodeto de Propídio (CFDA-
PI), como descrito por ZÚCCARI (1998). Foram
contados duzentos espermatozoides/lâmina no
microscópio de fluorescência. Os espermatozoides que
apresentaram fluorescência verde foram considerados
com membrana íntegra e os que apresentaram
fluorescência vermelha ou verde e vermelha foram
considerados com membrana lesada.

Para obtenção das amostras de plasma
seminal, as amostras de sêmen foram submetidas a uma
centrifugação a 1.500g, por cinco minutos, em
temperatura ambiente, sendo o sobrenadante coletado
e imediatamente armazenado a -20oC. Posteriormente,
as amostras foram encaminhadas para análise, sendo
novamente centrifugadas a 12.000g, por 10 minutos, a
4oC, duas vezes. Em seguida, as amostras de plasma de
cada animal e de cada partida foram aliquotadas e
acondicionadas a -80oC, até a avaliação das proteínas.

As amostras de plasma seminal foram
submetidas à eletroforese bidimensional, de acordo com
o descrito por O’ FARREL et al. (1977) e modificado por
RODNIGHT et al. (1988). Foram formados dois pools
dos plasmas de cada animal: um com as primeiras quatro
amostras de plasma coletadas, e outro com as quatro
últimas amostras de plasma coletadas. O pool 1 e o
pool 2 de cada animal foram quantificados pelo método
de Bradford (BRADFORD, 1976). Posteriormente, para
caracterizar e comparar o perfil proteico, dois géis
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bidimensionais foram obtidos para cada animal,
utilizando amostras de cada pool. Para isso, 200μg de
proteínas de cada amostra foram suspensas e
solubilizadas durante uma hora, sob temperatura
ambiente, em 250μL de tampão de solubilização/
reidratação contendo 1% de Ditiotritol (DTT), 2% de
gradiente imobilizado de pH - IPG (tampão) e 2% de
CHAPS (3-[(3cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-
propanesulfonate). Em seguida, as amostras e tiras de
4-7L de 13cm foram reidratadas por 16 horas.

No segundo dia, foi realizada a focalização
isoelétrica. As condições dessa etapa foram as
seguintes: 1) 300V, 2mA, 5W (1’); 2) 3500V, 2mA, 5W
(1h30min); 3) 3500V, 2mA, 5W (5h). Todas as corridas
foram realizadas a 18oC. Após a focalização isoelétrica,
as tiras foram acondicionadas individualmente em
tubos de vidro sem nenhuma solução, a -80oC, até sua
utilização para a segunda dimensão.

Para a segunda dimensão, foi realizada uma
SDS-PAGE utilizando um gel a 12%. As tiras foram
retiradas do freezer (-80oC) e foram equilibradas em 10mL
de tampão de equilíbrio mais 100mg de DTT, por 30
minutos, sob agitação à temperatura ambiente.
Posteriormente, foram colocadas sobre a superfície do
gel de acrilamida (15cmx14cmx1mm) e fixadas com uma
solução de agarose. As condições de corrida da
eletroforese foram as seguintes: 1) 10mA (15’) e 2) 20mA
(5-7h50min). Os géis obtidos foram corados com
solução de nitrato de prata. As análises das imagens
foram realizadas no programa Image Máster 2D Platinum
e foram consideradas a presença ou ausência dos spots
observados.

Os dados foram analisados por meio do
software SAS (Statistical Analysis System, edição 2.0,
2004) utilizando-se o procedimento GLM (análise de
variância). Na análise dos dados das concentrações
de proteínas totais foi utilizado o teste de Tukey. Para
a correlação dos dados das avaliações espermáticas e
das proteínas encontradas no plasma seminal foi
utilizado o teste de Coeficientes de Spearman.

RESULTADOS   E   DISCUSSÃO

Os resultados obtidos a partir da
eletroforese bidimensional evidenciaram uma
variabilidade no perfil protéico, no plasma seminal dos
carneiros. Foram identificados 92 spots (numerados de
1 a 92 para identificação), sendo considerados todos
os animais analisados. Dos spots estudados, 29
(31,52%) deles estavam presentes ou ausentes em
apenas um animal. Pela análise dos géis obtidos, pôde-
se notar que existem diferenças marcantes e individuais
entre os perfis de cada animal. JOBIM et al. (2005)

detectaram 21 spots, com peso molecular variando de
15 a 115kDa e pI de 3,2 a 8,7 no plasma seminal ovino,
por meio de eletroforese bidimensional.

As concentrações de proteínas totais
presentes nos plasmas foram de 35,64μg μL-1; 38,37μg
μL-1; 36,86μg μL-1; 32,99μg μL-1 e 34,26μg μL-1,
encontradas nos animais 05, 21, 79, 145 e 271,
respectivamente. Não foi observada diferença
estatística entre os animais; porém, analisando-se
apenas comparativamente os dados obtidos e
correlacionando-os com observações realizadas por
outros autores, verificou-se que existem similaridades
nos resultados obtidos.

PÉREZ-PÉ et al. (2001) observaram que
concentrações de proteínas do plasma seminal de 0,7;
1,4 e 2,1mg ml-1, depois de adicionadas ao sêmen, foram
capazes de proteger espermatozoides ovinos contra
os danos causados pela congelação dessas células, e
a porcentagem de membranas intactas aumentou após
uma hora de incubação no grupo com adição de maior
concentração de proteínas. No presente estudo,
observou-se que o animal com a maior concentração
de proteínas totais (21) também apresentou os maiores
resultados para integridade de membrana (Tabela 1).

Também foi possível verificar que o animal
com a menor concentração de proteínas (145)
apresentou os maiores resultados para a motilidade
espermática após a descongelação. Esses resultados
estão de acordo com os encontrados por JOBIM et al.
(2003), que, estudando proteínas de baixo peso
molecular do plasma seminal bovino, observaram que
quanto maior a concentração de proteínas totais, menor
a motilidade espermática pós-descongelação.

Os resultados verificados neste estudo e
os citados por outros autores sugerem que a influência
das proteínas do plasma seminal sobre os parâmetros
de qualidade do sêmen está associada também ao tipo
de proteína presente, pois, apesar da perda da
integridade da membrana espermática ser um fator que
contribui para o declínio da motilidade (ALMEIDA,
2006) e esperar-se que maior integridade de membrana
esteja relacionada com maior motilidade, a presença e
concentração de proteínas específicas podem
influenciar cada uma dessas características.

SOUZA et al. (2004), estudando proteínas
do plasma seminal de ovinos da raça Santa Inês,
observaram que a maioria das proteínas do plasma
seminal desses animais possuem peso molecular abaixo
de 75kDa e pIs ácidos, e poucas apresentam pI acima
de 8. Segundo BERGERON et al. (2005) e CARDOZO et
al (2006), proteínas com peso molecular entre 14-24kDa
foram as mais predominantes no plasma seminal ovino.
Avaliando os géis obtidos neste experimento, foram
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observados resultados similares no perfil proteico do
plasma seminal, pois a maioria das proteínas
encontradas apresentaram peso molecular abaixo de
70kDa e pI abaixo de 7.

Entre as proteínas diferencialmente
expressas encontrou-se a proteína 21 (15,5kDa; pI 4,68),
que apresentou correlação negativa com a motilidade
espermática (r=-0,14; P=0,07) e com a IMP (r=-0,34;
P=0,02) e estava presente nos animais 005 e 79, que
apresentaram as menores médias para esses parâmetros
(Tabela 1). Tal resultado está de acordo com o
encontrado por AL-SOMAI et al. (1994 a,b), os quais
comentaram que as proteínas em maior concentração
no plasma seminal, com peso molecular entre 15 e
16kDa, aniônicas, são desfavoráveis à motilidade
espermática.

SOUZA et al. (2009) sugeriram que uma
proteína de 45kDa e pI de 5,5 no plasma seminal caprino
possui a função de proteger a célula espermática de
danos causados no acrossoma. No presente estudo,
foram encontradas duas proteínas, a 62 (43,4kDa; pI
5,30) e a 63 (44,4kDa; pI 5,33), que apresentaram
correlação positiva com a quantidade de
espermatozoides VI (r=0,19; P=0,077) e com a IMP
(r=0,47; P=0,0019). Essas proteínas só não foram
encontradas no animal 05, que apresentou as piores
médias em tais avaliações. Tais proteínas podem estar
relacionadas com a manutenção da viabilidade
espermática durante o processo de criopreservação e
a ausência destas pode resultar em menor
congelabilidade do sêmen.

A proteína 31 (21,4kDa; pI 4,75) foi
encontrada somente no animal 05 e apresentou alta
expressão neste (Figura 1). Ela apresentou correlação
negativa com a quantidade de espermatozoides VI (r=-
0,19; P=0,077) e com a IMP (r=-0,47; P=0,0019). Esse
animal apresentou os menores valores de IMP e
espermatozoides VI, indicando uma possível relação
entre essa proteína e menores parâmetros de qualidade
no sêmen congelado.

O grupo de proteínas 03 (7,9kDa; pI 6,35),
23 (13,6kDa; pI 5,01), 85, 86, 88, 89, 90, 91 e 92 (56-
70kDa; pI 5,5-6,0) apresentou correlação positiva com
a IMP (r=0,30; P=0,057), e o animal 21, que apresentou
o melhor valor de IMP, foi o único que apresentou tais
proteínas.

As proteínas 03 e 23 se destacaram em razão
da alta expressão no animal 21, como pode ser
observado nos géis deste (Figura 1). As proteínas 02
(8,5kDa; pI 5,0-5,5), 17 (11,5kDa; pI 5,81); 69, 70, 71, 72
e 79 (64-80kDa; pI 4,5-5,5) apresentaram correlação
positiva com a IMP (r=0,5; P=0,001) e não foram
encontradas somente nos animais 05 e 271, que
apresentaram os menores resultados para IMP. Tais
proteínas podem estar relacionadas com a integridade
de membrana plasmática e com a viabilidade
espermática. Elas podem exercer um efeito protetor na
integridade da membrana espermática, que é essencial
para a manutenção da funcionalidade do
espermatozoide e é necessária para a capacitação,
reação de acrossoma e penetração no ovócito.

De acordo com suas características de peso
molecular e pI, algumas dessas proteínas podem fazer
parte da família de proteínas BSP A1/A2. JOBIM et al.
(2005) encontraram dois spots similares às proteínas
BSP A1/A2 no plasma seminal de ovinos, um com 18-
19kDa - pI 4.8-5.0 e o outro com 17-18kDa - pI 5.0-5.2.
Tais proteínas também poderiam corresponder às
caltrinas, que são proteínas decapacitantes do plasma
seminal que possuem baixa massa molecular (5 a 10kDa)
e previnem o aumento da concentração de Ca2+ nos
espermatozoides, evitando a capacitação espermática
precoce provocada pelo processo de criopreservação
(FLESCH & GADELLA, 2000). SOUZA et al. (2009), em
estudos sobre proteínas do plasma seminal caprino
relacionadas com o índice pluviométrico e a qualidade
do sêmen, encontraram proteínas com massas
moleculares relativas de 4 a 10kDa no período de alto
índice pluviométrico, no qual foi observado maior
porcentual de células vivas com acrossomas íntegros.

Tabela 1 - Médias (± desvio padrão) da Motilidade Espermática (%) na hora quatro de descongelação; do CFDA-PI (%) e do Trypan Blue
Giemsa (%) na hora zero (H0) da descongelação – Motilidade (MOT), Membranas íntegras (IMP), Espermatozoides Vivo íntegro
(VI); Vivo reagido (VR); Morto íntegro (MI) e Morto reagido (MR).

Animal MOT IMP VI VR MI MR

5 8,75 ±5,1 D 15,8±5,4B 54,3±5,5C 0,7±0,7AB 44,0±5,4A 0,9±0,6AB

21 23,12 ±10,3 AB 28,5±7,0A 74,4±5,2A 0,5±0,5AB 24,3±5,3D 0,6±0,5CB

79 13,75±8,7 DC 24,3±9,6A 69,4±5,7AB 1,1±1,5A 28,1±6,2CD 1,2±0,6 A

145 27,50 ±7,0 A 28,1±7,3A 62,6±7,9B 0,1±0,1B 36,8±7,9AB 0,4±0,2C

271 17,50 ±7,0 BC 22,4±9,2AB 65,0±10B 0,1±0,2B 34,2±9,9BC 0,5±0,2CB

A,B,C,D  letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças significativas (P<0,05).
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Os resultados encontrados indicam que o
plasma seminal ovino contém proteínas que estão
envolvidas em características fundamentais para a
adequada função do espermatozoide e para incrementar
sua capacidade de criopreservação. Sugere-se que as
proteínas 03, 23 e 31 podem ser possíveis marcadores
da congelabilidade do sêmen. A proteína 31 como
indicador protéico da menor congelabilidade do sêmen
e as proteínas 03 e 23 como marcadores da maior
congelabilidade do sêmen.

As observações realizadas neste estudo
também evidenciam a existência de diferenças no perfil
proteico de reprodutores com diferentes resultados de
criopreservação do sêmen e sugerem que diversas
proteínas no plasma seminal atuam de maneira
complementar e que essas proteínas possuem um papel
importante na estabilidade da membrana e,
consequentemente, na viabilidade e motilidade
espermática.

CONCLUSÕES

Os resultados obtidos neste estudo podem
ser utilizados como subsídio para aumentar a
viabilidade da utilização do sêmen ovino congelado
para uso na inseminação artificial transcervical nessa
espécie. Novos estudos envolvendo a caracterização
dessas proteínas são importantes para o
estabelecimento de marcadores moleculares para a
congelabilidade do sêmen ovino.

COMITÊ   DE   ÉTICA   E   BIOSSEGURANÇA

O trabalho não foi submetido ao comitê de ética,
pois não foi utilizado nenhum procedimento que comprometesse
a integridade e o bem-estar dos animais.
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