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Introdução

Na espécie caprina é comum, em determinadas épocas
do ano, os reprodutores apresentarem baixas taxas de
congelabilidade do sêmen, fato esse observado por
Centrais de Inseminações e também por Martinez e
Eloy (2005). Estes autores, trabalhando com animais da
raça Anglo-nubiana, relataram diferença significativa
entre os índices de aprovação de doses entre os
períodos seco e chuvoso, sendo maiores na época
seca. Também tem-se observado variação individual da
capacidade de congelação do sêmen. Levando em
consideração estes  fatores, aliado à necessidade de se
selecionar animais para utilização em programas de
melhoramento genético, iniciou-se trabalhos visando
identificar, neste primeiro momento, o perfil
eletroforético (SDS-PAGE) de animais que apresentam
histórico de capacidade de congelação em relação aos
que não apresentam esta qualidade.

Material e métodos

Este trabalho  foi realizado no Laboratório de
Andrologia, Tecnologia de Sêmen e Inseminação

Artificial da Embrapa Caprinos e Ovinos, localizada  no
município de Sobral, Ceará, situado a 3° 42� de
latitude Sul e 40° 21� de longitude Oeste. O clima da
região é do tipo AW de Savana seguindo a classifica-
ção climática de Köppen. A temperatura média anual é
de 28ºC e a umidade relativa do ar é de 60%.

Foram utilizados dois animais adultos da raça Anglo-
nubiana, um apresentando histórico de congelabilidade
do sêmen (Animal X), enquanto o outro nunca conge-
lou (Animal Y). Os animais eram submetidos ao regime
semi-extensivo, recebendo concentrado à base de
milho e farelo de soja pela manhã (300g) e feno de
leucena. Sal mineral e água limpa e de boa qualidade
eram oferecidos �ad libitum�. Coletas de sêmen foram
realizadas durante duas semanas, de dois em dois
dias, com o auxílio da vagina artificial, sendo o plasma
seminal obtido por centrifugação à 10000 x g  durante
30 minutos à 4ºC.  Utilizou-se um pool de todas as
coletas para determinação das concentrações de
proteínas totais através do método Bradford (1976) e,
em seguida, as amostras foram submetidas à
eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) em géis de
10 x 8 cm (Fig. 1), com concentrações de 12% de
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poliacrilamida, de acordo com o método descrito por
Hames (1981). Depois de feito o gel, colocou-se 10µl
da amostra do plasma com concentração de 20µg/µl de
proteína por �poço� na placa de gel, e utilizou-se como
padrão o kit LMW ELECTROPHORESIS CALIBRATION
da Pharmacia Biotech., que apresenta as bandas de
massas moleculares a seguir: 94; 67; 43; 30; 20,1 e
14,4 kDa. A separação foi obtida em corrida
eletroforética, com corrente elétrica de 40 miliampere,
tensão elétrica de 170volts e potência de 7 watts por
aproximadamente 2 horas. Na coloração do gel foi
utilizado o corante Comassie Brilliant Blue G-250 por
aproximadamente 2 horas, e em seguida, a descolora-
ção, em solução de metanol a 30% e ácido acético a
7% em água bidestilada por 3 horas, para visualização
das bandas. Os géis foram escaneados por um
fotodocumentador Bio Doc-IT and Visidoc-IT Gel
Documentation systems, UVP e as bandas protéicas
foram então analisados quanto à distribuição e concen-
tração pelo software da Life Science Doc-It®LS 6.0.

taram em comum bandas de 67,  23,  22 e 20 kDa. O
que chama atenção é a presença da banda de alto
peso molecular no animal X e da banda de 55 kDa no
animal Y.

No animal X foram encontradas bandas protéicas de
29 e 31 kDa que podem estar relacionadas com as
BSPs (Bovine seminal proteins) de peso molecular
aproximado entre 28 e 30 kDa ligadas à capacitação
espermática, estimulando a liberação de colesterol da
membrana do espermatozóide pouco depois da
ejaculação (DESNOYERS et al., 1994; THERIEN et al.,
1999). De acordo com Nauc e Manjunath (2000), as
BSPs têm a propriedade de ligação à superfície do
espermatozóide, diminuindo sua quantidade após a
criopreservação do sêmen, sugerindo alguma relação
com a congelabilidade do mesmo.

Jonsson et al. (2005) caracterizaram a rSgI 43 (43
kDa) em sêmen de humanos e demonstraram que esta
proteína tem capacidade de se ligar ao zinco (Zn 2+ ).
Os estudos sobre esta proteína em animais ainda são
incipiente.

As glicoproteínas de massa molecular de 55 kDa, pI
4,5  identificadas e isoladas da matriz óssea bovina,
cartilagens, pele fetal, cérebro, rins, ovários, útero,
bem como da urina, bile e leite bovino (KERR et al.,
1991; SORENSEN; PETERSEN, 1993), e também
secretadas pelo plasma seminal (FRANZEN;
HEINEGARD, 1985) são as chamadas osteopontinas.
É uma molécula multifuncional, tipicamente envolvida
nos processos de adesão celular e remodelamento de
tecidos, estando identificada como uma proteína de
fertilidade em touros, e considerada também como um
dos marcadores de alta fertilidade existente no plasma
seminal de bovino (KILLIAN et al., 1993). Segundo
Cancel et al. (1997), a osteopontina liga-se à recepto-
res na superfície do epitélio celular, podendo apresen-
tar uma função protetora em infecções bacterianas e,
de acordo com  Moura (2005), também participa na
interação entre espermatozóides e oócito durante a
fertilização. Bianchi et al. (2008) observaram em
suínos bandas de 63,85 kDa e 43,62 kDa relacionadas
com a integridade da membrana plasmática > 55%
em sêmen descongelado.

No plasma seminal de búfalos a literatura relata
bandas de 55 kDa que são identificadas com a viabili-
dade do sêmen fresco (ASADPUR et al., 2007). Na
espécie caprina esta proteína ainda necessita ser

Fig. 1. Cuba vertical utilizada em eletroforese unidimensional.
Fonte: Cuba..., (2008)

Para secagem do gel utilizou-se metanol a 50% e
glicerol a 1% em água bi-destilada por 10 minutos,
sendo então os géis colocados entre duas folhas de
celofane.

As bandas protéicas dos géis foram comparadas entre
os animais observando-se a distribuição e freqüência
das mesmas, como também sua intensidade.

Resultados e Discussão

Os resultados mostraram nove bandas de proteínas
identificadas no gel pertencente ao animal X e cinco
bandas no gel do animal Y (Fig. 2) (Tabela 1). No
animal X foi observada uma banda de alto peso
molecular em torno de 112 kDa e outras de  61, 43,
31 e 29 kDa. O animal Y mostrou uma banda de
aproximadamente 55 kDa. Ambos os animais apresen-
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identificada e caracterizada. Teixeira (2008) encontrou
no plasma seminal de caprinos da raça Anglo-nubiana
bandas de peso moleculares de 53 kDa a 55 kDa que
estão presentes nos dois períodos do ano no Nordeste
do Brasil e, poderão estar relacionadas às
osteopontinas, cuja função está ligada à adesão
celular através de receptores, que parecem ter um
papel na ligação espermatozóide-ovócito na
perimplantação e na implantação (VINATIER, 1995).

A banda de massa molecular de 67 kDa observada em
ambos os animais, provavelmente esteja relacionada à
albumina, proteína que está envolvida com a extração
do colesterol da membrana plasmática que irá ocorrer
em áreas restritas da membrana, havendo, devido a
isto, um deslocamento dos fosfolipídeos causando um
re-arranjo de sua arquitetura (YAMANAGIMACHI,
1994, FLESCH; GADELLA, 2000).

Tabela 1. Peso molecular (kDa) e concentração relativa (%)
das bandas protéicas presentes no plasma seminal de dois
caprinos da raça Anglo-nubiana cujos sêmen congela (X) e
não congela (Y).

Bandas Animal X Animal Y Animal X Animal Y
1 112 67 10,4 19,8
2 67 55 12,1 19,6
3 61 24 10,5 20,4
4 43 22 11,2 19,5
5 31 20 11,6 20,7
6 29 11,6
7 24 10,0
8 22 11,5
9 20 11,1

Peso Molecular (kDa) Concentração Relativa (%)

Fig. 2.  Perfil eletroforético das proteínas seminais em caprinos da raça
Anglo-nubiana com alta (x) e baixa (y) congelabilidade  e diferentes
concentrações de proteínas (15, 10 e 5 ug/fossa).

Fonte: Eloy et al.,  (2008).

Conclusão

Conclui-se que possivelmente as bandas protéicas de
aproximadamente 29, 31, 43, 61 e 112 kDa possam
estar envolvidas no processo de congelação, podendo
vir a ser consideradas como marcadores para
congelabilidade em caprinos da raça Anglo-nubiana.
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