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1. INTRODUÇÃO 
 
Os protocolos atuais para criopreservação de sêmen eqüino são bem 
documentados e largamente utilizados. Entretanto, a taxa de prenhez 
resultante de inseminação de éguas com sêmen congelado de garanhões 
criopreservado pelos métodos convencionais é ainda muito variável. As 
razões para a variação individual na resistência ao congelamento e 
descongelamento ainda não foram esclarecidas. Muito tem sido estudado 
sobre a composição do plasma seminal e como este pode influenciar a 
função espermática e a estabilidade da membrana. 
Inúmeros estudos demonstram e caracterizam a secreção de 
proteínas no fluido epididimário e sua interação com as estruturas 
espermáticas. Em touros, já se comprovou que duas proteínas do plasma 
seminal, de 26 e 55 kDa predominam em touros de alta fertilidade 
enquanto outras duas, ambas de 16 kDa predominam em animais de baixa 
fertilidade. Outros estudos associam componentes bioquímicos do plasma 
seminal ou do soro sangüíneo, como zinco e selênio, com a qualidade do 
sêmen e a fertilidade dos indivíduos. 
Os efeitos dos componentes do plasma seminal e da membrana 
espermática sobre a congelabilidade do sêmen, entretanto, ainda não 
foram compreendidos. Há relatos na literatura de que a adição de plasma 
seminal de garanhões de alta congelabilidade melhorou a qualidade do 




 
sêmen descongelado de garanhões de baixa congelabilidade, ocorrendo o 
oposto quando se adicionou o plasma proveniente de garanhões de baixa 
congelabilidade, o que demonstra a evidente influência de sua composição 
sobre a resistência da célula espermática eqüina ao processo de 
congelamento. Em outras espécies, como bovinos, já se estuda a influência 
de componentes protéicos do plasma seminal e da membrana dos 
espermatozóides sobre a resistência aos processos de congelamento e 
descongelamento de sêmen, com o intuito principal de identificar 
marcadores para permitir a seleção de reprodutores. 
E nos eqüinos, será que há elementos ou proteínas no plasma 
seminal, no soro sangüíneo ou na membrana espermática que interfiram 
no resultado do processo de criopreservação? 
Para tentar responder a esta pergunta, o presente estudo teve por 
objetivo avaliar os constituintes bioquímicos e protéicos do plasma 
seminal e séricos de eqüinos, assim como as proteínas da membrana 
plasmática dos espermatozóides, tanto em animais de alta congelabilidade 
como em animais de baixa congelabilidade, por dosagens de glicose, 
cloretos, sódio, potássio, fósforo, magnésio, colesterol, albumina, proteínas 
totais, selênio e zinco; por eletroforese unidimensional em gel de 
poliacrilamida das proteínas e pela avaliação computadorizada de 
motilidade e características de movimento espermático e integridade de 
membrana do sêmen descongelado, a fim de estabelecer correlação entre 
estes dados e a congelabilidade do sêmen na espécie eqüina. 




 
2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
A seleção da maioria dos garanhões para programas de monta 
natural ou para inseminação artificial se baseia principalmente em seu 
desempenho, conformação e genealogia, sendo o potencial reprodutivo 
considerado de maneira limitada. Quando um programa de inseminação 
artificial é incorporado ao manejo reprodutivo, o primeiro passo deve ser a 
investigação da adequação dos métodos de preservação de sêmen aos 
garanhões que serão utilizados (Torres-Boggino et al., 1995). 
A utilização do sêmen eqüino criopreservado em programas de 
inseminação artificial e transferência de embriões traz inúmeras vantagens 
à reprodução da espécie, dentre elas o melhor aproveitamento dos 
reprodutores, tornando possível acelerar o aprimoramento das raças 
(Granito  et al., 2005), utilizar o sêmen de garanhões que estejam em 
atividade esportiva, doentes ou mortos e facilitar o transporte das doses 
(Loomis, 2001). Entretanto, a capacidade fertilizante do sêmen congelado 
é mais baixa do que a do sêmen refrigerado necessitando, assim, de maior 
assistência no momento das inseminações. 
Na última década, muitas associações de raças aceitaram a 
utilização do sêmen congelado, o que renovou e estimulou as pesquisas 
com protocolos de congelação de sêmen de garanhões. Entretanto, estima-
se que apenas 30 a 40% dos garanhões produzam sêmen adequado para a 




 
criopreservação, podendo-se observar que, em algumas raças, como a 
Mangalarga, a proporção de animais de sêmen de baixa congelabilidade é 
maior do que em outras raças (Alvarenga et al., 2005). 
A resposta do sêmen à criopreservação ainda é muito variável entre 
reprodutores, com resultados em programas de inseminação variando de 
32 a 73% de fertilidade por ciclo, de modo que o sêmen de muitos 
garanhões não pode ser utilizado para este fim (Aurich et al., 1996; 
Loomis, 2001). 
Embora estas diferenças individuais na resistência ao congelamento 
sejam bem conhecidas, os fatores responsáveis por este fenômeno ainda 
não foram identificados e os resultados ruins da criopreservação 
contrastam diretamente com a motilidade e a integridade de membrana 
plasmática observados no sêmen fresco (Torres-Boggino et al., 1995). 
2.1. Avaliação Espermática 
Muitos estudos têm sido conduzidos com o objetivo de 
correlacionar resultados de investigações laboratoriais com aqueles dos 
testes de fertilidade. Nas avaliações de qualidade seminal, a motilidade é a 
característica de viabilidade espermática mais freqüentemente investigada, 
embora sua correlação com a fertilidade seja controversa. Vários outros 
parâmetros seminais como porcentagem de espermatozóides intactos, 
estimativas computadorizadas de movimento espermático e integridade de 
acrossomo têm se mostrado significativamente correlacionadas com a 
fertilidade (Januskauskas et al., 2000). 




 
A análise da motilidade espermática é um parâmetro útil na 
avaliação da viabilidade espermática (Hafez, 1982). O uso de um 
analisador computadorizado (HTMA) é uma alternativa à tradicional 
avaliação microscópica da motilidade e concentração espermáticas, que já 
vem sendo empregada para determinar as características de sêmen eqüino, 
permitindo uma avaliação precisa da motilidade e trajetória individuais 
(Varner, 1991). A motilidade é necessária para a penetração na junção 
útero-tubárica, liberação dos sítios de armazenamento espermático no 
oviduto e penetração através das células que circundam o ovócito (Amann, 
1989) e pode estar comprometida se as mitocôndrias estiverem 
afuncionais, se a membrana plasmática estiver lesada, se o espermatozóide 
tiver sofrido choque-frio ou se estiver morfologicamente anormal (Kirk, 
2001). 
Ferreira (2000), estudando a análise computadorizada do 
movimento espermático do sêmen eqüino congelado com diferentes 
diluentes, mostrou que a técnica pode ser utilizada com resultados 
fidedignos na avaliação de amostras de sêmen descongelado nesta espécie. 
Segundo Colenbrander et al. (2003), esta avaliação permite, ainda, a 
análise adicional do modo pelo qual os espermatozóides se movem, o que 
pode estar relacionado com seu estado de ativação. 
A relação entre a avaliação in vitro de espermatozóides e a 
fertilidade in vivo dos garanhões permanece obscura, apesar de diversos 
métodos terem sido desenvolvidos para avaliar a viabilidade ou o estado 
acrossomal de espermatozóides em preparações coradas. A integridade da 




 
membrana plasmática pode ser considerada um indicador indireto da 
viabilidade espermática (Magistrini et al., 1997). 
Dentre os métodos utilizados para detectar células viáveis e 
inviáveis estão a eosina-nigrosina e as sondas fluorescentes como o 
diacetato de carboxifluoresceína, o iodeto de propídio e o Hoechst 33258 
(Hancock, 1951; Garner et al., 1986; Harrison e Vickers, 1990 e De Leeuw 
et al., 1991). 
Garner  et al. (1986) descrevem o uso combinado de duas 
substâncias fluorescentes, o diacetato de carboxifluoresceína (CFDA) e o 
iodeto de propídio (IP), para investigar a integridade do espermatozóide 
de bovinos e outras espécies, com contagem dos espermatozóides em 
citômetro de fluxo. Harrison e Vickers (1990) descrevem a mesma técnica 
modificada, em que uma pequena quantidade de formaldeído era 
adicionada à amostra, possibilitando a contagem das células em 
microscópio de epifluorescência. 
Quando se faz a incubação de células em solução isotônica de iodeto 
de propídio, a entrada da sonda no interior da célula é evitada pela 
membrana plasmática íntegra, de modo que a fluorescência é vista apenas 
no núcleo de células mortas. Desta forma, o iodeto de propídio em solução 
salina pode ser utilizado para quantificação rápida de células mortas, 
promovendo fluorescência vermelho-brilhante (Krishan, 1975; Jones e 
Senft, 1985; Harrison e Vickers, 1990). 
O diacetato de carboxifluoresceína (CFDA) é conhecido na literatura 
como uma coloração vital, apresentando-se como composto hidrofóbico 




 
capaz de penetrar a membrana celular sem interferência fisiológica, não 
possuindo fluorescência sob esta forma. Assim como o diacetato de 
fluoresceína, no interior da célula o CFDA é hidrolisado por uma interação 
enzimática e é convertido num composto hidrofílico fluorescente – 
carboxifluoresceína, que não consegue ultrapassar a membrana 
plasmática, acumulando-se no interior da célula e tornando-o fluorescente 
em verde quando excitada através de luz azul (Jones e Senft, 1985; 
Harrison e Vickers, 1990; Cohen-kashi et al., 1997). Por ser baseado em 
ação enzimática, o CFDA depende de um tempo de ação para apresentar 
fluorescência, assim como para perdê-la após a morte celular, o que pode 
determinar alguma variação nos resultados obtidos entre laboratórios 
(Garner; Johnson, 1995). 
A avaliação do estado acrossomal pode ser utilizada para monitorar 
o dano após o congelamento, já que este processo pode afetar a incidência 
de acrossomos intactos (Cross; Hanks, 1991). A microscopia de contraste 
de fase pode ser utilizada para avaliar o estado acrossomal em espécies que 
apresentam um acrossomo grande, porém o acrossomo do espermatozóide 
eqüino é muito pequeno para ser visualizado por este método (Cross; 
Meizel, 1989). 
A coloração de Karras modificada permite a visualização da 
morfologia espermática e do acrossomo, possibilitando a avaliação da 
integridade acrossomal antes ou após a congelação do sêmen (Papa et al., 
1986). 




 
A determinação dos componentes do plasma seminal pode ser 
considerada uma forma de avaliação do ejaculado, visto que alguns destes 
componentes já foram correlacionados à fertilidade do sêmen (Souza, 
2003). 
Recentemente, novas tecnologias de identificação de marcadores 
genéticos para fertilidade, como componentes protéicos do plasma seminal 
ou das membranas espermáticas, estão sendo o alvo de interesse de 
inúmeros pesquisadores, que têm correlacionado algumas destas proteínas 
com a fertilidade de machos (Diniz et al., 2004). 
 
2.2. Plasma seminal e Membranas espermáticas 
Sêmen é a suspensão celular contendo espermatozóides (gametas 
masculinos) e secreções dos órgãos acessórios do trato genital masculino. 
A porção líquida desta solução é conhecida como plasma seminal (Garner; 
Hafez, 2004). 
Alguns estudos apontam o plasma seminal como modulador da 
resposta inflamatória pós-coital em éguas (Troedsson et al., 2000), 
enquanto outros mostram que sua adição no momento da inseminação 
não reduz o número de leucócitos e a fagocitose espermática (Dell’Aqua 
Jr., 2004). Sabe-se, porém, que ele contém um grande número de 
proteínas que recobrem as proteínas de membrana do espermatozóide 
durante diferentes estadios da maturação celular. Diferentes funções 
destas proteínas e interações complexas entre estas e as subpopulações de 




 
proteínas de membrana podem explicar os resultados aparentemente 
diferentes dos efeitos imunológicos do plasma seminal obtidos nos 
diversos estudos (Troedsson et al., 2000). Pouco se sabe ainda quanto aos 
efeitos destes componentes sobre a função e a congelabilidade do sêmen. 
Em eqüinos, a remoção do plasma seminal é uma técnica utilizada 
rotineiramente na criopreservação de sêmen, sendo essencial e necessária 
para o sucesso da congelação. Em carneiros e bovinos, sua remoção 
também mostrou melhorar significativamente os parâmetros do sêmen 
descongelado (Alberti et al., 2005). 
O conhecimento dos fatores ou substâncias que parecem 
desestabilizar ou proteger a membrana dos espermatozóides é de extrema 
importância, uma vez que a integridade da mesma é fundamental para o 
funcionamento adequado do gameta masculino (Parks; Graham, 1992). 
Diante disso, os elementos bioquímicos e protéicos do plasma seminal e da 
membrana espermática têm sido correlacionados à fertilidade. 
Os espermatozóides mamíferos passam por uma série de alterações 
morfológicas, metabólicas e moleculares durante a passagem pelo 
epidídimo, ao mesmo tempo em que adquirem um padrão de motilidade 
maduro e habilidade fertilizante. Uma vez que os espermatozóides são 
células diferenciadas que possuem capacidades biossintéticas limitadas, 
tem sido postulado que algumas destas alterações resultam de interações 
com o ambiente (Retamal et al., 2000). 
Um espermatozóide apto a fertilizar uma fêmea resulta de uma 
sucessão de modificações morfológicas e superficiais complexas. As 




 
principais modificações morfológicas ocorrem durante a espermatogênese, 
em que uma célula germinativa redonda se transforma numa célula 
altamente organizada com uma forma específica, um núcleo muito 
condensado e inativo e um aparelho flagelar. Durante este processo, a 
superfície desta célula se organiza em domínios específicos definidos por 
arranjos distintos de lipídios e proteínas não intercambiáveis. Uma vez que 
esta célula é liberada no fluido testicular, inicia-se uma longa jornada pelo 
epidídimo. A qualidade espermática, em termos de motilidade e 
reconhecimento do ovócito, será em grande parte dependente das súbitas 
diferenciações pós-testiculares que ocorrem no epidídimo (Gatti et al., 
2004). 
Tem sido demonstrado que o epidídimo e as glândulas sexuais 
acessórias desempenham um papel sobre a função dos gametas 
masculinos (Elzanaty et al., 2002). Os produtos secretórios do epidídimo 
são essenciais para a maturação dos espermatozóides de mamíferos e 
evidências indicam que proteínas específicas se associam ao 
espermatozóide durante o trânsito epididimário (Boué et al., 1996). 
Entretanto, não se sabe exatamente se estas proteínas são simplesmente 
adsorvidas à superfície do espermatozóide, se estabelecem interações 
iônicas ou se são integradas à membrana (Cooper, 1998). 
A secreção de proteínas no epidídimo é altamente regionalizada, 
sendo a cabeça e a cauda as regiões mais ativas, responsáveis por cerca de 
80% dos compostos secretados em eqüinos (Gatti et al., 2004). Um estudo 
sobre as glicoproteínas epididimárias de garanhões mostrou que as bandas 




 
mais proeminentes correspondiam a proteínas de 66, 55, 45 e 14 kDa, 
presentes nas três regiões epididimárias estudadas – cabeça, corpo e 
cauda, porém em diferentes concentrações. Uma banda principal de 36 
kDa foi observada na região da cauda do epidídimo (Retamal et al., 2000). 
Poucas proteínas epididimárias parecem ter origem no sangue 
(Fouchécourt et al., 1999). 
As principais proteínas do fluido da rede testis, clusterinas e 
transferrinas, são repostas no fluido por clusterinas secretadas e por um 
membro da família das transferrinas, a lactoferrina. Suspeita-se que estas 
podem estar envolvidas na proteção dos espermatozóides contra oxidação 
e/ou ataques bacterianos durante seu transporte e armazenamento (Gatti 
et al., 2004). Por muitos anos acreditou-se que a lactoferrina tivesse ação 
antimicrobiana devido ao seqüestro de ferro, privando os patógenos deste 
nutriente. Atualmente, porém, sabe-se que ela possui um segundo tipo de 
atividade antimicrobiana, sendo este bactericida e não bacteriostático 
como o anterior, resultado de interação direta da proteína com a bactéria 
(Farnaud; Evans, 2003). Em garanhões, a lactoferrina já foi isolada no 
plasma seminal, porém seu papel fisiológico neste fluido não está 
esclarecido (Inagaki et al., 2002). 
As clusterinas estão entre as proteínas secretadas que se associam à 
membrana espermática. Entretanto, apenas algumas isoformas desta 
proteína se ligam à membrana e esta associação parece estar relacionada 
com a integridade espermática (O’Bryan et al., 1994). 




 
Após o trânsito pelo epidídimo, os gametas masculinos sofrem 
outras transformações complexas em sua superfície quando encontram os 
produtos de secreção das glândulas acessórias durante a ejaculação (Boué 
et al., 1996). A seqüência em que os fluidos destas glândulas são expelidos 
foi demonstrada por análises seriadas colhidas durante a ejaculação. A 
primeira porção ejaculada é uma fração pré-espermática, aquosa, sem 
espermatozóides, gliceril fosforil colina (GPC), ergotineína ou ácido cítrico. 
Provavelmente esta fração é originária das glândulas bulbouretrais e da 
próstata. A segunda fração é liberada poucos segundos após e tem aspecto 
leitoso, é rica em espermatozóides, GPC e ergotineína mas contém pouco 
ácido cítrico ou gel. Esta fração contém secreções do epidídimo e da 
ampola do ducto deferente, mas não das vesículas seminais. A terceira 
fração contém poucos espermatozóides ou ergotineína, mas grandes 
quantidades de gel e ácido cítrico. Este fluido se origina das vesículas 
seminais e arrasta os poucos espermatozóides que restaram na uretra 
(Amann; Graham, 1993). 
A composição iônica do plasma seminal varia nas diferentes 
espécies, sendo sódio, potássio, cloreto, cálcio e magnésio considerados os 
principais íons (Wite, 1988). Alguns relatos mostram que o potássio está 
correlacionado com a viabilidade espermática e, no cão, a presença de 
sódio e potássio foi correlacionada à motilidade (James et al., 1979). 
A função espermática é altamente dependente do ambiente iônico. 
Em humanos, a infertilidade tem sido associada a níveis anormais de Ca, 
Mg e Zn no plasma seminal (Barrier-Battut et al, 2002). O cálcio, 




 
importante regulador da fisiologia espermática, apresenta-se em 
concentração muito maior no plasma seminal do que no sangue, sendo 
especialmente de origem prostática e, em menor parte, da vesícula 
seminal. Este íon está envolvido em várias etapas da maturação 
espermática, na motilidade e nos processos de capacitação e reação do 
acrossomo (Souza, 1999). O íon cálcio é o desencadeador da reação do 
acrossomo em espermatozóides de mamíferos e diversas evidências 
mostram que ele está envolvido de forma diferenciada na motilidade, 
dependendo do estadio de maturação espermática (Wong et al., 2001). 
Sugere-se que, num primeiro momento, ele produza uma alteração na 
curvatura flagelar, levando à hiperativação da motilidade e, num segundo 
momento, seja antagonista do AMPc, diminuindo gradualmente a 
motilidade (Lindemann; Kanous, 1989). 
O magnésio modifica substratos enzimáticos específicos e 
desempenha um papel fundamental como cofator em mais de 300 reações 
enzimáticas envolvendo o metabolismo energético e a síntese de ácidos 
nucléicos. Acredita-se que ele possa ter um papel na espermatogênese, 
particularmente na motilidade espermática. Sabe-se, ainda, que o 
magnésio é considerado um marcador da secreção das vesículas seminais e 
que ele age como antagonista intracelular do cálcio (Wong et al., 2001). 
O zinco desempenha um papel importante na motilidade 
espermática, exercendo atividade protetora antioxidante, podendo agir 
estabilizando as membranas (Barrier-Battut et al, 2002). 




 
Bertrand e Vladesco (1921) apud Fuse et al (1999) foram os 
primeiros a relatar a presença de zinco no sêmen. A sua presença em 
sêmen azoospérmico demonstra que este elemento não é liberado pelo 
espermatozóide (Fuse et al, 1999). O zinco é encontrado no 
espermatozóide e nos líquidos seminais, onde tem concentração maior do 
que em todos os demais fluidos corpóreos. No líquido seminal, é originado 
principalmente da próstata e, nos espermatozóides, o zinco tem sido 
predominantemente localizado nas fibras densas do flagelo. Durante a 
maturação espermática no epidídimo, o conteúdo de zinco nos 
espermatozóides é reduzido em aproximadamente 60%, permitindo a 
estabilização das proteínas das fibras densas pela oxidação dos grupos 
sulfidril das pontes de dissulfeto (Henkel et al, 1999). 
Muitos oligoelementos têm-se mostrado essenciais para o 
desenvolvimento testicular e espermatogênese. Relatos mostram que o 
zinco pode ser o fator primário responsável pela atividade antibacteriana 
do plasma seminal e pode ter um papel na produção e viabilidade 
espermáticas, na prevenção da degradação e na estabilização da 
membrana (Chia et al, 2000). 
Em humanos, o zinco parece desempenhar um papel importante na 
fisiologia espermática. Entretanto, a maneira pela qual o zinco influencia a 
estrutura, motilidade e sobrevivência espermáticas ainda é amplamente 
discutida (Gavella; Lipovac, 1998). Os resultados de trabalhos sobre a 
associação dos níveis seminais de zinco com a motilidade espermática são 




 
conflitantes, havendo relatos de correlação positiva, correlação negativa ou 
ausência completa de correlação (Elzanaty et al., 2002). 
No plasma seminal, as altas concentrações de zinco exercem 
múltiplos papéis nas propriedades funcionais dos espermatozóides, tais 
como influenciar a fluidez dos lipídios e, com isso, a estabilidade das 
membranas; afetar a estabilidade da cromatina espermática e regular o 
processo de capacitação e reação do acrossomo (Eggert-Kruse et al, 2002). 
Experimentos com sêmen humano testando a capacidade 
antioxidante do zinco sugerem que este íon participa das alterações 
oxidativas após a ejaculação e pode modular as propriedades espermáticas 
(Gavella; Lipovac, 1998). Sabe-se que o zinco mantém a viabilidade 
espermática através da inibição de DNAses e que é um potente removedor 
do excesso de ânions superóxido produzidos por espermatozóides lesados 
Chia et al, 2000). 
Alguns homens sub-férteis apresentaram-se deficientes em selênio e 
esta deficiência teria afetado a morfologia e motilidade espermáticas. O 
aumento da formação de espécies reativas de oxigênio diminui a 
fertilidade, uma vez que ataca a membrana dos espermatozóides, 
diminuindo sua viabilidade. A peroxidação lipídica causa a perda da 
habilidade da membrana em agir como uma barreira de permeabilidade, 
levando à perda de enzimas citosólicas e substratos e uma diminuição na 
motilidade e sobrevivência espermáticas (Kendall et al., 2000). 
A enzima glutationa peroxidase tem mostrado proteger as células 
dos efeitos danosos dos metabólitos tóxicos e de radicais livres, prevenindo 




 
a peroxidação lipídica das membranas. O selênio é um componente 
essencial desta enzima (Oldereid et al., 1998). O aumento dos níveis de 
selênio aumenta a atividade antioxidante da glutationa peroxidase, 
diminuindo, assim, as espécies reativas de oxigênio e levando a um 
aumento da fertilidade masculina (Kendall et al., 2000). 
Durante os estadios de espermatócito secundário ou espermátide 
inicial, o selênio é incorporado aos espermatozóides – pelo menos em 
ratos – em quem o selênio é encontrado na membrana externa das 
mitocôndrias na forma de uma selenoproteína (Oldereid et al, 1998). 
O efeito mais característico da deficiência de selênio em 
espermatozóides de mamíferos é uma diminuição na motilidade, fratura 
da peça intermediária e aumento na incidência de anormalidades 
morfológicas, especialmente na cabeça dos espermatozóides (Oldereid et 
al., 1998). 
Embora a relação entre as concentrações de selênio no fluido 
seminal e a qualidade espermática não seja bem estabelecida, alguns 
trabalhos mostram correlação positiva e significativa entre as 
concentrações de selênio no plasma seminal e a contagem espermática 
(Oldereid et al., 1998). 
O sêmen de garanhões contém quantidades consideráveis de glicose 
e muito pouca frutose (0,82 e 0,02 mg/mL respectivamente), em contraste 
ao sêmen de touros e carneiros, em que a frutose é o principal açúcar 
(Amann; Graham, 1993). 




 
Barrier-Battut  et al (2002) avaliaram a composição iônica do 
plasma seminal em 47 ejaculados provenientes de 17 animais de fertilidade 
comprovada e obtiveram concentrações médias de Ca, Mg, e Zn de, 
respectivamente, 57,5±42, 36,3±19 e 1,73±0,70  μg/mL. Destes animais, 
quatro foram classificados como “facilmente congeláveis”, outros quatro 
como “não-congeláveis” e sete como “intermediários”, de acordo com o 
número de ejaculados com amostras descongeladas aprovadas em cada 
animal, e não foram observadas diferenças significativas entre os grupos, 
não havendo influência principal de nenhum dos minerais estudados. 
As proteínas e polipeptídios constituem os componentes de mais 
alto peso molecular do plasma seminal, mas as informações sobre a sua 
origem, estrutura e funções no plasma seminal de eqüinos são limitadas 
(McDowell  et al., 1996). A presença, ausência ou concentração de 
proteínas no plasma seminal é responsável pelos efeitos deste fluido na 
fertilidade espermática. As interações destas proteínas com o 
espermatozóide devem influenciar sua fertilidade e a proteção da 
membrana contra o choque térmico (Fagundes et al., 2004). 
Em touros já foi demonstrado que existem proteínas do plasma 
seminal que estão correlacionadas com a fertilidade do reprodutor. Duas 
proteínas predominam em touros de alta fertilidade (26 kDa, pI6,2 e 55 
kDa, pI 4,5) e outras duas (16 kDa, pI 6,7 e 16 kDa, pI 4,1) predominam em 
animais de baixa fertilidade (Killian et al., 1993). Em outros estudos, esta 
proteína de 55 kDa associada à fertilidade foi caracterizada como sendo a 
osteopontina (Cancel et al., 1997). 




 
Outros pesquisadores verificaram que a proteína de 26 kDa do 
plasma seminal, mencionada por Killian et al. (1993), apresentava 
homologia com a prostaglandina D sintetase tipo lipocalina (L-PGDS) 
(Gerena et al., 1998). 
Uma análise do perfil de proteínas encontradas em três ejaculados 
de três garanhões mostrou grande variação entre os animais, sendo 
encontradas de 9 a 26 bandas nas amostras de plasma seminal e de 6 a 26 
bandas nas amostras de proteínas das células espermáticas, com uma 
banda de 20 a 23 kDa bastante representativa em todas as amostras 
(Araújo  et al., 2005). Em outro estudo, a avaliação das proteínas do 
plasma seminal de garanhões por eletroforese bi-dimensional em gel a 12% 
mostrou 17 bandas protéicas com densidades ópticas variadas e pesos 
moleculares entre 10 e 80 kDa e pontos isoelétricos entre 3,2 e 8,2. Destas, 
10 estavam presentes em todos os animais, 2 não foram identificadas nos 
animais de baixa qualidade de sêmen, 2 apresentaram densidade óptica 
integrada maior nos animais de baixa qualidade de sêmen e apenas 1 foi 
superior nos animais de alta qualidade de sêmen (Jobim et al., 2003). 
Brandon  et al. (1999) demonstraram por eletroforese bi-
dimensional a presença de 3 bandas negativamente correlacionadas com a 
fertilidade (75 kDa, pI 6,0; 18 kDa, pI 4,3 e 16 kDa, pI 6,5) e 1 banda (72 
kDa, pI 5,6), denominada SP-1, positivamente correlacionada com a 
fertilidade de garanhões. Estes autores demonstraram, ainda, uma 
similaridade entre a estrutura da proteína SP-1 e a osteopontina bovina (55 
kDa, pI 4,5). 




 
As secreções do epidídimo fornecem proteínas que podem se ligar à 
superfície do espermatozóide ou remodelar as moléculas integrais. Tem-se 
sugerido que as glicoproteínas de baixo peso molecular, na maioria 
andrógeno-dependentes, provavelmente estejam envolvidas no processo 
de maturação espermática. Apesar das funções específicas destas proteínas 
ainda não serem conhecidas, elas têm sido relacionadas ao aumento dos 
níveis de AMP cíclico e motilidade progressiva, a fatores de estabilização 
do acrossomo e ao desenvolvimento da habilidade de ligação espermática à 
zona pelúcida (Retamal et al., 2000). 
Um estudo mostrou que a adição de 30% de plasma seminal de 
garanhões de alta motilidade espermática pós-descongelamento a 
ejaculados de garanhões de baixa motilidade pós-descongelamento 
aumentou a motilidade progressiva de 24±1,6 para 34,5±1,9% e a 
integridade de membrana de 27±2,1 para 34,3±2,3%. Ao contrário, a 
adição de plasma seminal dos garanhões de baixa motilidade pós-
descongelamento ao ejaculado de garanhões de alta motilidade pós-
descongelamento diminuiu a motilidade progressiva mas não alterou a 
integridade de membrana. Este trabalho demonstrou que a composição do 
plasma seminal é um dos fatores que determinam a congelabilidade do 
sêmen de garanhões (Aurich et al., 1996). Em outro estudo, realizado 
posteriormente, observou-se o mesmo efeito benéfico da adição de plasma 
seminal de garanhões de alta congelabilidade aos diluidores de 
centrifugação e congelamento sobre a motilidade, vigor e integridade de 




 
membrana de sêmen de garanhões de baixa congelabilidade, mas não 
houve interferência nos valores de defeitos morfológicos e índice de 
atividade citoquímica mitocondrial (Simon, 2000). 
Em algumas pesquisas foram encontrados no plasma seminal 
fatores prejudiciais à fertilidade ou congelabilidade do sêmen. Sugere-se 
que as proteínas presentes no plasma seminal se liguem às proteínas de 
membrana dos espermatozóides, provocando algumas alterações 
bioquímicas, o que aumentaria a permeabilidade da membrana, 
promovendo injúria celular e choque térmico durante a congelação 
(Moore; Hibbit, 1976; Moustafa; Meszaros, 1981). Katska et al.  (1996) 
também relataram a existência de fatores antifertilidade no plasma 
seminal bovino, que podem estabilizar as membranas plasmática e 
acrossomal do espermatozóide, impedindo a reação do acrossomo e, 
assim, inibindo a capacitação nos processos de fertilização in vitro. 
Garcia e Graham (1987) relataram que uma fração protéica de baixo 
peso molecular (>12-14kDa) não é benéfica para as células espermáticas 
durante os processos de congelação e demonstraram que a diálise para a 
separação desta fração protéica melhora a congelabilidade do sêmen. Al-
Somai et al. (1994) afirmaram que a diminuição da motilidade espermática 
causada por estas proteínas é dependente de sua concentração no plasma 
seminal. 
Em touros, estudos demonstraram que uma maior quantidade das 
proteínas BSP A1/A2 (16,5kDa, pI4,7 e 16 kDa, pI 4,9 a 5,2, 
respectivamente), que são as principais proteínas ligadoras de heparina 




 
nesta espécie, provavelmente fornece melhor proteção à membrana 
espermática durante o congelamento (Mattos et al., 2004). 
Em garanhões, um estudo demonstrou que a adição de plasma 
seminal concentrado durante o processo de congelamento promoveu um 
efeito benéfico à criopreservação, enquanto que a adição de uma porção do 
plasma seminal rica em proteínas de baixo peso molecular proporcionou 
resultados piores do que os observados no grupo controle, mostrando que 
estas proteínas diminuem a motilidade e causam danos à integridade da 
membrana espermática (Fagundes et al., 2004). 
As interações entre o plasma seminal e as proteínas de membrana 
do espermatozóide podem ser responsáveis pelas diferenças na fertilidade 
e na congelabilidade do sêmen e a composição protéica é um dos aspectos 
que interferem nestas interações (Roncoletta et al., 2004). 
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3. MATERIAL E MÉTODO 
 
O presente trabalho foi elaborado em cinco etapas, sendo: 
1- colheita das amostras de sêmen e sangue nas propriedades, 
avaliação do sêmen fresco e preparação das amostras de sêmen congelado, 
plasma seminal, proteínas de membranas espermáticas e soro sangüíneo; 
2- avaliação laboratorial das amostras de sêmen congelado; 
3- análises dos constituintes bioquímicos das amostras de plasma 
seminal e soro sangüíneo; 
4- análises dos componentes protéicos das amostras de plasma 
seminal, soro sangüíneo e extratos de membrana plasmática dos 
espermatozóides; 
5- análise estatística dos dados obtidos nas etapas anteriores. 
A seguir serão descritos os materiais e métodos utilizados em cada 
etapa do experimento. 
3.1. Etapa 1: Colheita e preparação das amostras 
3.1.1. Animais 
 Foram utilizados 22 garanhões de raças e idades variadas (5 a 19 
anos), com sêmen fresco de boa qualidade (motilidade >70% e 
anormalidades morfológicas <40%), mantidos nas propriedades de 
origem. Antes da colheita de sêmen para a colheita das amostras, foram 
feitas colheitas para a estabilização dos parâmetros espermáticos. 
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Os dados de raça e idade dos animais utilizados no trabalho estão 
dispostos na Tabela 1. 
 
Tabela 1. Raça e idade dos animais utilizados no trabalho. 
A

nimal Ra
ç

a
 

Idade
 

1  ½ sangue Hannoverano  6 anos 
2  Quarto de Milha  15 anos 
3  Puro Sangue Árabe  19 anos 
4 Appaloosa 8 anos 
5  Mangalarga Paulista  6 anos 
6 Westfallen 10 anos 
7 Westfallen 5 anos 
8 Westfallen 12 anos 
9 Westfallen 8 anos 
10 Westfallen 14 anos 
11 Westfallen 15 anos 
12 Westfallen 12 anos 
13 Westfallen 17 anos 
14 Westfallen 10 anos 
15 Westfallen 8 anos 
16 Westfallen 10 anos 
17 Westfallen 9 anos 
18 Westfallen 7 anos 
19 Westfallen 8 anos 
20 Westfallen 5 anos 
21 Westfallen 10 anos 
22 Westfallen 10 anos 
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3.1.2. Colheita do sêmen 
O sêmen foi colhido por vagina artificial (Modelo Botucatu), 
constituída de tubo rígido de PVC, mucosa de látex, mucosa plástica 
descartável e garrafa coletora protegida contra iluminação e variação de 
temperatura. Imediatamente após a colheita, o sêmen foi analisado e 
processado em laboratório. 
As alíquotas de sêmen para congelação, para retirada de plasma 
seminal e para extração de proteínas de membrana foram provenientes 
sempre de um mesmo ejaculado. 
3.1.3. Avaliação do sêmen fresco 
Nos locais das colheitas foram feitas as análises imediatas de 
volume, motilidade subjetiva, vigor, integridade de membrana e 
concentração espermática. Foram feitos, ainda, efregaços de sêmen para 
análise mediata de morfologia espermática, que foi feita no laboratório de 
Andrologia do Departamento de Reprodução Animal e Radiologia 
Veterinária da FMVZ – UNESP – Botucatu. As avaliações microscópicas 
foram feitas da forma descrita a seguir: 
•  Motilidade Subjetiva: Foi feita análise subjetiva por microscopia óptica 
de luz, (aumento de 200X), com a amostra de sêmen entre lâmina e 
lamínula aquecidas. Os dados foram computados em porcentagem de 
células móveis. 
•  Vigor: Uma gota de sêmen foi colocada sobre lâmina de vidro aquecida 
e recoberta por lamínula. O exame foi feito através de observação da 




 
qualidade de movimento dos espermatozóides, em microscópio óptico, 
sendo esta classificada por um escore de 0 a 5. 
•  Concentração: A concentração foi feita através de contagem em câmara 
hematimétrica de Neubauer, após diluição de 1:20 (1 gota de sêmen 
para 19 gotas de água destilada) e, além de ser utilizada como critério 
de avaliação do sêmen a fresco, foi utilizada para padronizar a diluição 
das amostras para a congelação. 
•  Integridade de Membrana: Uma gota de sêmen foi adicionada a uma 
gota de corante eosina sobre lâmina de vidro aquecida e, depois de 
homogeneizadas, foi feito o esfregaço que, imediatamente após a 
secagem, foi observado por microscopia óptica de luz (aumento de 
400X). Foram contadas 200 células, classificadas em íntegras (não 
coradas) ou lesadas (coradas) e o resultado foi expresso em 
porcentagem de células íntegras. 
•  Morfologia Espermática: Foram confeccionados esfregaços do sêmen 
em lâminas de vidro e estes foram corados pelo método de Karras 
modificado (PAPA et al., 1986). Foram avaliadas 200 células de cada 
esfregaço e as patologias foram classificadas de acordo com as 
recomendações de MIES FILHO (1987). Os resultados expressos em 
porcentagem de defeitos maiores e defeitos menores e foram utilizados 
para padronização, de modo que se alguma amostra de ejaculado 
estivesse fora dos parâmetros de normalidade, seria descartada do 
experimento. 
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3.1.4. Congelação do Sêmen 
A congelação do sêmen foi feita também nas propriedades em que 
se encontravam os animais, imediatamente após a avaliação. As amostras 
foram diluídas em meio constituído de 50% Kenney (KENNEY et al., 1975) 
com 50% Ringer com Lactato de Sódio (PAPA et al., 1998), na proporção 
de 1:1 e centrifugadas a 500xg por 10 minutos. O sobrenadante foi 
desprezado e os pellets foram ressuspendidos na concentração de 200X10
6
 
espermatozóides/mL em diluente de congelação MP 50, (PAPA et al., 
2002). O sêmen foi envasado em palhetas francesas de 0,5mL e colocado 
em estabilização a 5
o
C por 60 minutos em refrigerador programável
1
, 
seguida de estabilização 6cm acima do vapor de nitrogênio em caixa 
isotérmica por 20 minutos e posterior armazenamento em botijões de 
nitrogênio líquido a -196
o
C. 
3.1.5. Preparação das amostras de plasma seminal 
O plasma seminal foi separado por centrifugação de uma alíquota 
de sêmen em tubos de plástico de 15 mL a 1000xg por 15 minutos, repetida 
por três vezes, trocando-se o frasco sem ressuspensão do pellet. O 
sobrenadante final foi envasado em criotubos, imediatamente congelados 
em freezer a -20
o
C e posteriormente transferidos para freezer a -80
o
C, 
onde foram mantidos até o processamento. 
  
1
 Conservadora de sêmen 60 litros - Minitüb do Brasil 
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3.1.6. Preparação das amostras de espermatozóides para 
extração de proteínas de membranas 
Para a obtenção dos pellets para posterior análise das proteínas de 
membranas, as alíquotas de sêmen foram centrifugadas sem diluente por 
10 minutos a 1000xg, em seguida o sobrenadante foi retirado e foi 
adicionada uma solução tampão com inibidor de protease (Tabela 2). Os 
pellets foram lavados nesta solução por outras duas centrifugações, com 
troca do sobrenadante. Os pellets finais foram ressuspendidos em 1mL 
desta solução, envasados em criotubos e armazenados em freezer até o 
processamento para extração das proteínas de membranas. 
 
Tabela 2. Preparação do tampão com inibidor de protease utilizado na 
lavagem e manutenção dos pellets de espermatozóides. 
Solução Quantidade 
Tris 0,04M  10 mL 
Aprotinina 5mg/mL de água 
2 μL 
Leupeptina 2,5mg/mL de água 
2 μL 
PMSF 10mg/mL de metanol 
50 μL 
 
Colheita e Preparação das amostras de soro sangüíneo 
O sangue foi colhido por venopunção jugular em frascos de vidro de 
10 mL sem anticoagulante, imediatamente após a colheita do sêmen dos 
animais. Os frascos com sangue foram imediatamente centrifugados a 
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1000xg por 10 minutos e as amostras de soro foram transferidas para 
criotubos e imediatamente armazenadas em freezer para posterior 
processamento. 
3.2. Etapa 2: Avaliação das amostras de sêmen congelado 
As análises do sêmen congelado foram feitas no Laboratório de 
Andrologia do Departamento de Reprodução Animal e Radiologia 
Veterinária da FMVZ – UNESP – Botucatu. As amostras de sêmen 
congelado foram submetidas a avaliação computadorizada
2
 de motilidade 
total, motilidade progressiva, velocidade curvilinear (VCL), retilinearidade 
(STR), linearidade (LIN) e porcentagem de espermatozóides com 
movimento rápido (RAP). O aparelho foi calibrado segundo especificações 
utilizadas por FERREIRA (2000) (Anexo). 
A integridade de membrana plasmática do sêmen congelado foi 
avaliada por sondas fluorescentes, de acordo com a técnica descrita por 
HARRISON e VICKERS (1990) e modificada por ZÚCCARI (1998), em que 
uma alíquota de 10μl de sêmen é diluída em 40μl da solução de trabalho 
(Tabela 3). O material foi analisado entre lâmina e lamínula em 
microscópio de epifluorescência
3
 (aumento de 400X), através de excitação 
em filtro BW. Foram contadas 100 células, sendo consideradas íntegras as 
  
2
 HTMA IVOS 10 - Hamilton Thorne Research - USA 
3
 DM LB - Leica - Alemanha 
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coradas em verde e lesadas as coradas em vermelho ou em verde e 
vermelho. O resultado foi expresso em porcentagem de células íntegras. 
 
Tabela 3. Solução de trabalho utilizada na técnica de fluorescência para 
avaliação de integridade de membrana. 
Solu
ç

ão
 

Quantidade
 

Iodeto de Propídio
4
 10mg/20mL de solução fisiológica
 
10 μL 
Diacetato de 6-Carboxifluoresceína
5
 9,2mg/20mL de 
dimetilsulfóxido
 
20 μL 
Formalina 40% 1ml/79mL de solução fisiológica 
10 μL 
Citrato de Sódio 3g/100mL de solução fisiológica  0,96 mL 
 
3.3. Etapa 3: Análise bioquímica das amostras de plasma 
seminal e soro sangüíneo 
As análises bioquímicas de cloretos, cálcio, sódio, potássio, fósforo, 
magnésio, albumina, proteínas totais, glicose e colesterol foram feitas no 
Laboratório de Análises Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu – 
FMB pelo método de química seca
6
. 
As dosagens de zinco e selênio foram realizadas no CEAQUIM 
(Centro de Apoio Químico ao Ensino, à Pesquisa e de Prestação de 
  
4
 P 4170 - Sigma 
5
 C 5041 - Sigma 
6
 Vitros-Johnson 
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Serviços) do Departamento de Química e Bioquímica do Instituto de 
Biociências – UNESP – Botucatu, respectivamente pelos métodos de 
espectrofotometria de absorção atômica
7
 e espectrofotometria de absorção 
atômica em forno de grafite
8
. 
3.4. Etapa 4: Análises dos constituintes protéicos das amostras 
de plasma seminal, soro sangüíneo e membranas espermáticas 
3.4.1. Extração das proteínas de membranas espermáticas 
As proteínas de membrana dos espermatozóides foram extraídas 
dos  pellets em solução tampão com inibidor de protease através de 
sonicação em processador ultrassônico de alta intensidade. As amostras 
foram mantidas em banho de gelo e sonicadas em seis etapas de 30 
segundos com intensidade de 40%, num total de três minutos, segundo a 
técnica descrita por RETAMAL et al. (1999). Após este processo, as 
amostras foram centrifugadas a 30000xg por uma hora a 4
o
C, segundo 
SHABANOWITZ e KILLIAN (1987) e então o sobrenadante contendo as 
proteínas de membrana solúveis foi armazenado novamente a -80
o
C para 
posterior análise eletroforética. Uma alíquota de cada amostra de extrato 
de proteína de membrana foi retirada para dosagem de proteínas totais. 
  
7
 Espectrofotômetro Shimadzu A A 6800 
8
 Varian AA-800 
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3.4.2. Preparação das amostras para eletroforese 
Após a descongelação em banho de água com gelo, as amostras de 
plasma seminal foram submetidas a uma segunda centrifugação a 4200xg 
por uma hora a 4ºC em centrífuga refrigerada
9
, para a retirada de resíduos 
de células espermáticas. 
As amostras descongeladas em banho de água com gelo foram 
diluídas em água MilliQ até uma concentração padronizada de 5 µg/µL de 
proteínas totais. Em seguida foi feita a diluição destas soluções no tampão 
da amostra, previamente preparado conforme a Tabela 4, na proporção de 
1 parte de tampão para 4 partes de amostra. Os tubos com as soluções de 
amostra e tampão foram homogeneizados em agitador
10
 e estocados em 
freezer por 12 horas, até o processamento. 
 
Tabela 4. Composição do tampão da amostra para corrida eletroforética 
Solu
ç

ão
 

Quantidade
 

TRIS-HCL 60mM pH 6,8
 
0,6mL 
Glicerol 100%
 
5,0mL 
SDS 10%  2,0mL 
2-Mercaptoetanol  0,8mL 
Azul de Bromofenol 1%  1,6mL 
 
  
9
 K-23 MLW – Alemanha. 
10
 Biomixer MVS-1 – Multimixer - Brasil 
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3.4.3. Eletroforese das amostras de plasma seminal, soro 
sangüíneo e proteínas de membranas espermáticas 
A eletroforese das amostras foi realizada segundo SOUZA (2003), 
em cuba vertical para corrida eletroforética
11
, utilizando-se gel de 
poliacrilamida sob condições desnaturantes (SDS – PAGE). Para as 
amostras de plasma seminal e proteínas de membranas, foi utilizada a 
concentração de 12% de poliacrilamida nos géis de separação e para as 
amostras de soro sangüíneo foi utilizada a concentração de 10% de 
poliacrilamida. 
A eletroforese de cada tipo de amostra (plasma seminal, soro 
sangüíneo ou proteínas de membranas) foi feita em ocasiões distintas, de 
modo que em cada corrida eletroforética fossem processadas todas as 
amostras de cada material, para que não houvesse diferenças de 
processamento entre elas. 
Os tubos com as amostras foram descongelados em temperatura 
ambiente, no máximo 12 horas após a diluição, colocados em banho-maria 
a 95
o
C e fervidos durante 7 minutos. Neste período o gel de separação era 
preparado (Tabela 5) e aplicado entre as placas de vidro das cubas, 
previamente limpas e montadas. Para proporcionar uma superfície mais 
homogênea, o gel de separação foi coberto com água MilliQ até a completa 
polimerização. 
  
11
 Hoefer MiniVE Vertical Eletrophoresis System – Amersham Biosciences 
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Tabela 5. Constituintes dos géis de separação a 10% e 12% de 
poliacrilamida para SDS-PAGE 
Constituinte
 

10% 12%
 

Solução A (30% de acrilamida e 0,8% de bis-acrilamida 
em água MilliQ)
 
10 mL  12 mL 
Solução B (TRIS-HCL 1,5M pH8,8 e 0,4% de SDS em 
água MilliQ)
 
7,5 mL  7,5 mL
 

Persulfato de amônia 10% 
200μL 200μL
 

TEMED 
30μL 30μL 
Água MilliQ q.s.p.  30 mL  30 mL
 

 
O gel de empilhamento foi preparado conforme a Tabela 6 e, após a 
completa polimerização do gel de separação e secagem da placa com papel 
de filtro, foi aplicado sobre o gel de separação. Um molde plástico em 
forma de pente foi acomodado sobre o gel de empilhamento de modo a 
formar canaletas para permitir a aplicação das amostras. 
 
Tabela 6. Constituintes do gel de empilhamento a 5% de poliacrilamida 
para SDS-PAGE 
Constituinte
 

Quantidade
 

Solução A (30% de acrilamida e 0,8% de bis-acrilamida 
em água MilliQ)
 
1,34 mL 
Solução C (TRIS-HCL 0,5M pH6,8 e 0,4% de SDS em 
água MilliQ)
 
2,0 mL 
Persulfato de amônia 10% 
60μL 
TEMED 
10μL 
Água MilliQ q.s.p.  8,0 mL 
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Os suportes contendo as placas foram colocados nas cubas de 
corrida de eletroforese, onde se adicionou o tampão de corrida (Tabela 7) 
diluído na proporção de 1 parte de tampão para 4 partes de água. 
 
Tabela 7. Constituintes do tampão de corrida para SDS-PAGE 
Constituinte
 

Quantidade
 

TRIS 25mM
 
15g 
Glicina 192mM
 
72g 
SDS 0,1%  5,0g 
Água MilliQ q.s.p.  1L 
 
Após a polimerização, o molde foi retirado e uma alíquota de 20μL 
de cada amostra foi aplicada nas canaletas do gel. Duas canaletas de cada 
gel foram preenchidas com o marcador de peso molecular Full Range 
Rainbow, Recombinant Protein Molecular Weight Markers, 10 a 250 
kDa
12
 e as canaletas vazias foram preenchidas com 20μL de azul de 
bromofenol. 
As cubas foram então tampadas e ligadas a uma fonte elétrica 
bipolar
13
 com uma corrente elétrica constante de 25 mA e voltagem 
máxima de 207 V, num período máximo de 3 horas e 25 minutos. 
 
  
12
 Amersham Biosciences 
13
 EPS 300 Power Supply - Amersham Biosciences 
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3.4.4. Coloração dos géis 
Após a corrida eletroforética, os géis foram retirados das placas de 
vidro, colocados em uma vasilha plástica e imediatamente corados com 
coomassie azul brilhante R-250 (Tabela 8). Os géis imersos na solução 
corante foram levados ao forno de microondas e aquecidos em potência 
máxima por 20 segundos, depois foram mantidos em agitador orbital
14
 por 
uma hora. 
Tabela 8. Preparação da solução de Coomassie Azul Brilhante R-250 
Constituinte
 

Quantidade
 

Coomassie Azul Brilhante R-250
 
1,0g 
Metanol
 
450mL 
Água MilliQ  100mL 
Ácido Acético Glacial  450mL 
 
Em seguida, os géis foram descorados em solução de metanol, ácido 
acético e água MilliQ (100 mL de metanol, 100 mL de ácido acético glacial 
e 800 mL de água MilliQ), levados ao forno de microondas por 20 
segundos em potência máxima e agitados durante 15 minutos. Este 
procedimento foi repetido uma vez após a troca da solução descorante e, 
em seguida, os géis foram transferidos para uma vasilha plástica com água 
destilada e levados ao forno de microondas por 20 minutos em potência 
70% e 10 minutos em potência máxima. 
  
14
 Rotary Shaker MOS-1 – Biomixer - Brasil 
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Os géis prontos foram armazenados em vasilhas plásticas com água 
destilada em geladeira a 4°C até que fossem levados todos juntos para a 
análise computadorizada. 
3.4.5. Análise Computadorizada dos géis de eletroforese 
A análise computadorizada dos géis foi feita no Laboratório de 
Biologia Molecular do Departamento de Física e Biofísica do Instituto de 
Biociências da UNESP, Campus de Botucatu. 
As imagens dos géis foram digitalizadas
15
 e o peso molecular e a 
densidade óptica integrada (IOD), para cada banda, em cada um dos géis 
foram determinados pelo programa analisador de imagens
16
. 
 
3.5. Etapa 5: Análise estatística dos dados obtidos 
A análise estatística dos dados obtidos no trabalho foram feitas na 
PUC Minas, Campus de Poços de Caldas, MG. 
Os animais foram classificados em três grupos, de acordo com a 
motilidade total do sêmen descongelado, de modo que os melhores foram 
agrupados no G1 (n=7, alta congelabilidade), os piores no G3(n=7, baixa 
congelabilidade) e os intermediários no G2 (n=8, média congelabilidade). 
A classificação com base na motilidade total do sêmen descongelado foi 
  
15
 VDS - Amersham Biosciences 
16
 Image Master - Amersham Biosciences 
 






 
reforçada pelos resultados dos demais parâmetros espermáticos, que 
diferiram entre os grupos. 
Foi feita análise de variância dos dados de análise do sêmen 
descongelado e dos parâmetros bioquímicos do plasma seminal e soro e 
dos componentes protéicos do plasma seminal, soro e membranas 
espermáticas. Nos casos em que houve variação significativa nos dados, foi 
realizado o teste de Tukey para avaliar as diferenças entre os grupos. 
Para avaliar a correlação entre a motilidade total do sêmen 
descongelado e os parâmetros bioquímicos estudados, foi feito o teste de 
correlação de Pearson e para avaliar a correlação entre a motilidade total 
do sêmen descongelado e os constituintes protéicos, foi feito o teste de 
correlação de Spearman para dados não paramétricos. 
Para todas as análises estatísticas foi adotado o nível de 5% de 
significância. 
Todos os testes estatísticos utilizados podem ser encontrados em 
Zar (1996). 
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4. RESULTADOS 
 
4.1. Análises laboratoriais 
A seguir serão apresentados os resultados obtidos nas avaliações 
laboratoriais de sêmen fresco e congelado, análises bioquímicas de plasma 
seminal e soro sangüíneo e análise dos constituintes protéicos do plasma 
seminal, soro sangüíneo e proteínas de membranas espermáticas, com os 
animais agrupados de acordo com a congelabilidade do sêmen - alta, 
média e baixa. 
4.1.1. Sêmen Fresco 
A avaliação laboratorial do sêmen fresco demonstrou que todos os 
animais utilizados no trabalho encontravam-se dentro dos parâmetros de 
normalidade esperados para a espécie eqüina (Tabela 9). 
A análise estatística dos dados de sêmen fresco, feita após o 
agrupamento dos animais de acordo com a motilidade total do sêmen 
congelado, não revelou diferença estatística entre os grupos (p>0,05) nos 
parâmetros motilidade subjetiva, vigor e integridade de membrana, 
demonstrando que poderiam ser comparados quanto à congelabilidade 
(Tabela 10). 
 
 




[image: alt]Grupo  Alta congelabilidade  Média congelabilidade  Baixa congelabilidade 
Animal  1  4  6 15 16 17 22 2  8 11 12 13 14 19 20 3  5  7  9 10 18 21 
Motilidade 
Subjetiva 
(%) 
85 85 80 80 85 80 70 80 75 80 80 85 70 85 80 80 70 70 70 80 75 80 
Vigor 
(0-5) 
3,5 2,5 3  4 3,5 2  3  3  3  3 2,5 3  3  3 3,5 3 2,5 2,5 3 2,5 2,5 2 
Concentração 
(x10
6
/mL) 
117 263 286 271 284 158 150 110 239 398 160 373 407 353 335 158 90  432 281 62  579 177 
Integridade de 
Membrana 
(%) 
70 81 66 80 77 83 83 73 77 86 61 80 67 74 70 80 70 75 64 69 80 73 
Defeitos 
menores 
(%) 
7  7  5  5  6  3 19 9 16 5 10 3,5 14 5  3 6,5 11,5 15 21 10 5  5 
Defeitos 
maiores 
(%) 
5 8,5 8  7  7 15 9 10 17 6 17 1,5 11 7 15 10 40 12,5 15 15 22 6 
Tabela 9. Dados de motilidade subjetiva, vigor, concentração, integridade de membrana, defeitos menores e defeitos 
maiores do sêmen fresco dos garanhões, agrupados de acordo com a congelabilidade do sêmen. 
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Tabela 10. Médias e desvios padrão (DP) dos parâmetros espermáticos 
motilidade subjetiva, vigor , concentração, integridade de membrana, 
defeitos menores e defeitos maiores do sêmen fresco dos garanhões, 
agrupados de acordo com a congelabilidade do sêmen. 
 
Alta 
Congelabilidade
Média 
Congelabilidade
Baixa 
Congelabilidade
Parâmetros 
Espermáticos 
Média DP Média DP Média DP 
Motilidade 
Subjetiva 
(%) 
80,71 5,34 79,37 4,95 75,00 5,00 
Vigor 
(0-5) 
3,07 0,67 3,00 0,27 2,57 0,34 
Concentração 
(x10
6
/mL) 
218,43  73,30  296,87 113,24 254,14 190,15 
Integridade de 
Membrana 
(%) 
77,14 6,67 73,50 7,76 73,00 5,89 
Defeitos 
menores 
(%) 
7,42a  5,28 8,19ab 4,90 10,57b 5,89 
Defeitos 
maiores 
(%) 
8,50a  3,15 10,56ab 5,59  17,21b 11,19 
Em cada linha, letras diferentes indicam diferença significativa entre os 
grupos (p<0,05). 
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4.1.2. Sêmen Congelado 
A avaliação das amostras de sêmen congelado dos 22 animais 
utilizados no trabalho foi feita numa única oportunidade e os resultados estão 
apresentados na Tabela 11. Nesta avaliação observou-se que alguns animais 
apresentaram sêmen congelado de alta qualidade, enquanto outros 
apresentaram resultados ruins. Desta forma, os animais foram separados em 
três grupos, com base nos dados de motilidade total do sêmen congelado, de 
modo que os sete melhores foram agrupados como animais de alta 
congelabilidade, os sete piores como animais de baixa congelabilidade e os 
oito intermediários como animais de média congelabilidade. 
Após esta separação dos animais nos 3 grupos, foi feita análise 
estatística dos parâmetros espermáticos para verificar se os grupos diferiam 
significativamente. O teste de Tukey mostrou que a motilidade total e a 
porcentagem de células com movimento rápido diferiram significativamente 
entre os 3 grupos (p=0,0001); a motilidade progressiva (p=0,0001), a 
velocidade curvilinear (p=0,0010) e a integridade de membrana (p=0,0004) 
foram iguais entre os grupos alta e média congelabilidade, mas foram 
significativamente menores no grupo de baixa congelabilidade; a 
retilinearidade diferiu entre os grupos de alta e baixa congelabilidade, mas 
estes não diferiram do grupo de média congelabilidade (p=0,0422) e a 
linearidade não diferiu entre os grupos (p=0,0786). Os dados da análise 
estatística estão dispostos na Tabela 12. 
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Tabela 11. Dados da avaliação computadorizada de motilidade total, motilidade progressiva, velocidade curvilinear (VCL), 
retilinearidade (STR), linearidade (LIN), porcentagem de células com movimento rápido (RAP) e da integridade de 
membrana do sêmen congelado dos garanhões. 
 
Grupo  Alta congelabilidade  Média congelabilidade  Baixa congelabilidade 
Animal  1  4  6 15 16 17 22 2  8 11 12 13 14 19 20 3  5  7  9 10 18 21 
Motilidade 
Total (%) 
71 70 78 79 71 74 69 60 51 54 66 67 60 63 67 44  9  22 23 26 43 40 
Motilidade 
Progressiva 
(%) 
34 25 32 36 32 24 34 22 20 24 27 30 28 30 35 15  2  8  8  17 19 20 
VCL (μm/s) 
180 188 204 207 193 203 187 173 202 166 204 176 181 175 190 153 108 157 161 188 154 165 
STR (%) 
77 73 74 75 75 69 78 74 72 78 75 78 77 78 79 76 82 76 74 84 79 81 
LIN (%) 
44 40 43 44 42 40 44 44 40 45 41 43 43 47 46 42 47 45 44 44 46 48 
RAP (%) 
58 56 69 72 59 64 55 47 44 40 57 50 47 52 55 27  2  9  16 19 28 29 
Integridade de 
Membrana (%) 
69 59 58 59 57 66 59 35 44 56 46 60 60 63 56 53 32 39 21 24 52 31 
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Tabela 12. Médias e desvios padrão (DP) dos parâmetros espermáticos 
motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade curvilinear 
(VCL), retilinearidade (STR), linearidade (LIN), porcentagem de células com 
movimento rápido (RAP) e da integridade de membrana (IM) do sêmen 
congelado nos grupos de alta, média e baixa congelabilidade. 
Alta 
Congelabilidade 
Média 
Congelabilidade 
Baixa 
Congelabilidade 
Parâmetros 
Espermáticos 
Média DP Média DP Média DP 
MT (%) 
73,14a 3,90 61,00b 6,00 29,57c 13,12 
MP (%) 
31,00a 4,65 27,00a 4,87 12,71b 6,77 
VCL (μm/s) 
194,60a 10,24 183,40a 13,92 155,14b 23,95 
STR (%) 
74,42a 2,93 76,40ab 2,44 78,86b 3,67 
LIN (%) 
42,42 1,81 43,62 2,39 45,14 2,03 
RAP (%) 
61,85a 6,62 49,00b 5,65 18,57c 10,34 
IM (%) 
61,00a 4,58 52,50a 9,77 36,00b 12,67 
Em cada linha, letras diferentes indicam diferença significativa entre os grupos 
(p<0,05). 
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4.1.3. Análises Bioquímicas do Plasma Seminal e Soro Sangüíneo 
Os valores encontrados nas análises bioquímicas de cálcio, cloretos, 
fósforo, magnésio, potássio, proteínas totais, albumina, sódio, glicose, 
colesterol, selênio e zinco das amostras de plasma seminal dos 22 garanhões 
utilizados no trabalho estão apresentados na Tabela 13. 
Nas análises de zinco e selênio, foram feitas três dosagens de cada 
amostra e os valores apresentados são a média dos valores obtidos. 
A análise estatística mostrou diferença significativa nos valores de 
fósforo, que foi maior nos animais de baixa congelabilidade (5,58 ± 1,42 mg/dL) 
do que nos animais de alta (3,31 ± 1,08 mg/dL) e média congelabilidade (3,64 ± 
0,94mg/dL) (p=0,0030). As demais variáveis bioquímicas do plasma seminal 
não diferiram entre os grupos. Os dados da análise estatística dos parâmetros 
bioquímicos do plasma seminal estão dispostos na Tabela 14. 
Os valores encontrados nas análises bioquímicas do soro sangüíneo estão 
apresentados na Tabela 15. Nestas amostras, não foram encontradas diferenças 
significativas entre os grupos em nenhum dos parâmetros bioquímicos (Tabela 
16). 




[image: alt]Grupo  Alta congelabilidade  Média congelabilidade  Baixa congelabilidade 
Animal  1 4 6 15 16 17 22 2 8 11 12 13 14 19 20 3 5 7 9 10 18 21 
Ca (mg/dL) 
4,2 17 9,4 8,1 16,7 7,6 9,5 11,1 13,4 5,6 10,8 9 16,8 12 5,4 16,9 12 2,8 12,9 9,9 3,4 14,3 
Cl (mEq/L) 
99  135 125 162 154 150 141 141 151 112 145 117 174 142 152  144 150 109 120 136 118 145 
P (mg/dL) 
2,5 3,5 2,6 3,3 4,8 4,6 1,9 5,2 3,8 3,5 3,3 1,9 3,5 4,4 3,5  6  8,3 4,9 5,8 3,7 5,5 4,9 
Mg (mg/dL)
2,9 18,6 12,7 6,5 28,3 4,3 8,3 13,1 26,7 3,3  5,6 16,2 45,8 4  4,5  28,9 7,4 1,9 33,4 5,4 1,6  9,1 
K (mEq/L) 
23,7 22,8 19,1 20,9 40,9 17,4 15  20,1 20,9 18,4 24,9 19,2 27 21,7 18,3 18 21 13,9 21,6 19 15 21,2 
PT (mg/dL) 
0,9 1,7 0,9 1,8 1,3 0,9 1  0,8 0,9 2,5 1,4 1,3 1,6 2,3 0,9 2,5 1,2 0,8 0,8 1,6 1  1 
Alb (mg/dL)
0,4 0,3 0,3 0,4 0,3 0,3 0,4 0,3 0,2 0,4 0,4 0,4 0,3 0,4 0,4 0,4 0,2 0,3 0,2 0,4 0,3 0,4 
Na (mEq/L) 
94  129 117 163 131 147 134 129 143 114 142 112 154 141 150  135 142 107 111 137 123 138 
Gli (mg/dL) 
6  14 14 20 16 18  1 14 10 14 14 16 14 14  2  22 20  8  28 20 12  2 
Col (mg/dL)
8 12 10 8  6 20 4 14 8  6  8  8  2 16 10 20 12 14 14 6  6  4 
Se (μg/L) 
19 17 11 6 6 6 9 21 10 7 8 6 7 6 10 18 15 9 7 9 6 11 
Zn (mg/L) 
1,5 1,6 1,6 2,6  2  1,4 1,1 1,6 1,6 2,8 1,8 3,7 2,4 3,6 1,4 2,5 1,7 2,1 1,5  1,6 2,15 1,1 
Tabela 13. Valores encontrados nas análises bioquímicas de cálcio (Ca), cloretos (Cl), fósforo (P), magnésio (Mg), potássio (K), 
proteínas totais (PT), albumina (Alb), sódio (Na), glicose (Gli), colesterol (Col), selênio (Se) e zinco (Zn) do plasma seminal dos 
garanhões, agrupados de acordo com a congelabilidade do sêmen. 
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Tabela 14. Médias e desvios padrão (DP) dos valores encontrados nas análises 
bioquímicas de cálcio (Ca), cloretos (Cl), fósforo (P), magnésio (Mg), potássio 
(K), proteínas totais (PT), albumina (Alb), sódio (Na), glicose (Gli), colesterol 
(Col), selênio (Se) e zinco (Zn) do plasma seminal nos grupos de alta, média e 
baixa congelabilidade. 
 
Grupo 
Alta 
congelabilidade 
(n=7) 
Média 
congelabilidade 
(n=8) 
Baixa 
congelabilidade 
(n=7) 
Variáveis 
Bioquímicas 
Média DP Média DP Média DP 
Ca (mg/dL) 
10,36 4,77 10,51 3,84 10,31 5,37 
Cl (mEq/L) 
138,00 21,15 141,75 19,78 131,71 15,92 
P (mg/dL) 
3,31a 1,08 3,64a 0,94 5,58b 1,42 
Mg (mg/dL) 
11,66 9,08 14,90 14,87 12,53 13,07 
K (mEq/L) 
22,83 8,52 21,31 3,14 18,53 3,08 
PT (mg/dL) 
1,21 0,39 1,46 0,64 1,27 0,61 
Alb (mg/dL) 
0,34 0,05 0,35 0,07 0,31 0,09 
Na (mEq/L) 
130,71 21,82 135,62 15,76 127,57 14,02 
Gli (mg/dL) 
12,71 6,80 12,25 4,46 16,00 9,02 
Col (mg/dL) 
9,71 5,22 9,00 4,41 10,86 5,76 
Se (μg/L) 
10,57 5,44  9,37  4,95 10,71 4,35 
Zn (mg/L) 
1,68 0,48 2,36 0,92 1,81 0,47 
Em cada linha, letras diferentes indicam diferença significativa entre os grupos 
(p<0,05). 




[image: alt]Tabela 15. Valores encontrados nas análises bioquímicas de cálcio (Ca), cloretos (Cl), fósforo (P), magnésio (Mg), potássio (K), 
proteínas totais (PT), albumina (Alb), sódio (Na), glicose (Gli), colesterol (Col), selênio (Se) e zinco (Zn) do soro sangüíneo dos 
garanhões, agrupados de acordo com a congelabilidade do sêmen. 
Grupo  Alta congelabilidade  Média congelabilidade  Baixa congelabilidade 
Animal  1  4  6  15 16 17 22  2  8  11 12 13 14 19 20 3  5  7  9  10 18 21 
Ca (mg/dL)
12,1 14,7 13 16,4 16,9 16,2 16,1 14,3 13,2 13,3 14,3 16,2 14,9 15,6 15,6 13,1 16 15 16,2 13,6 16,7 16,8 
Cl (mEq/L)
105 116 112 126 147 131 134 112 108 112 118 132 117 128 134 107 134 125 137 110 131 130 
P (mg/dL) 
2,4 4,1 2 3,1 4 4,8 4,7 2,2 2,7 2,5 2,8 2,4 2,3 5,1 4,4 2,3 4,8 3,3 3,4 2,3 4,6 3,8 
Mg (mg/dL)
2  2,1 2,4 2,5 3,2 2,6 2,7 2,2 2,8 2,2 2,6 2,8 2,4 2,6 2,7 1,9 2,7 2,6 3  2,3 2,9 2,9 
K (mEq/L) 
3,5 4,6 3,9 4,9 6,3 5,4 5,1  4,1 3,3 4,2 4,5 4,9 4,7 5,3 5,1 3,8 5  3,7 3,1 3,9 5,4 6 
PT (mg/dL)
6,6 7,5 7,3 8,7 10,9 9,1 9,5 6,9 7,2 7,2 8,5 8,7 7,9 9,3 9,2 6,8 9,5 8,6 9,4 8,3 10,3 8,7 
Alb (mg/dL)
2,8 3,5 3,2 4,5 5,7 4,6 4,7  3,5 3,2 3,6 4,2 4,1 3,8 4,7 4,7 2,8 4,4 8,6 4,6 4,3 5,3 4,6 
Na (mEq/L)
137 156 147 172 207 182 177 148 147 141 160 170 152 178 181 135 179 172 187 151 191 176 
Gli (mg/dL)
145 90 102 84 92 90 101 111 88 92 109 61 80 86 102 119 122 89 92 93 98 100 
Col (mg/dL)
90  82  82 107 90 106 114 76  74 114 92 109 105 96 115 92  87  96  95 110 76  90 
Se (μg/L) 
108 84 34 27 24 22 35  96 24 23 23 25 28 22 35 98 55 24 26 25 23 37 
Zn (mg/L) 
3,9 4,1 3,5 5,8 5,6 3,3 3,3  3,7 3,4 4,7 3,8 5,9 5,9 5,4 3,5 5,1 3,7 4,3 3,7 3,6 4,4 3,3 
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Tabela 16. Médias e desvios padrão (DP) dos valores encontrados nas análises 
bioquímicas de cálcio (Ca), cloretos (Cl), fósforo (P), magnésio (Mg), potássio 
(K), proteínas totais (PT), albumina (Alb), sódio (Na), glicose (Gli), colesterol 
(Col), selênio (Se) e zinco (Zn) do soro sangüíneo nos grupos de alta, média e 
baixa congelabilidade. 
 
Grupo 
Alta 
congelabilidade 
(n=7) 
Média 
congelabilidade 
(n=8) 
Baixa 
congelabilidade 
(n=7) 
Variáveis 
Bioquímicas 
Média DP Média DP Média DP 
Ca (mg/dL) 
15,06 1,86 14,67 1,10 15,34 1,49 
Cl (mEq/L) 
124,43 14,43 120,12  9,92 124,86 11,80 
P (mg/dL) 
3,59 1,10 3,05 1,08 3,50 0,99 
Mg (mg/dL) 
2,50  0,4  2,54 0,24 2,61 0,39 
K (mEq/L) 
4,81 0,93 4,51 0,64 4,41 1,06 
PT (mg/dL) 
8,51 1,48 8,11 0,95 8,80 1,11 
Alb (mg/dL) 
4,14 1,01 3,97 0,55 4,94 1,78 
Na (mEq/L) 
168,29 23,66 159,62 15,13 170,14 20,15 
Gli (mg/dL) 
100,57 20,61  91,12  16,48 101,86 13,28 
Col (mg/dL) 
95,86 12,97 97,62 16,10 92,29 10,27 
Se (μg/L) 
47,71 34,04 34,50 25,20 41,14 27,55 
Zn (mg/L) 
4,21 1,06 4,54 1,07 4,01 0,62 
Em cada linha, letras diferentes indicam diferença significativa entre os grupos 
(p<0,05). 




[image: alt] 
4.1.4. Eletroforese do Plasma Seminal 
Na eletroforese do plasma seminal foram encontradas 29 bandas 
protéicas, com pesos moleculares variando de 170,9 a 10,9 kDa (Figura 1). 
Destas, apenas 7 estavam presentes em todos os animais estudados (170,9kDa, 
75,1 kDa, 62,2 kDa, 54,5 kDa, 24,8 kDa, 19,5 kDa e 15 kDa). A densidade óptica 
integrada (IOD) foi maior nas bandas B20 (24,8 kDa), B23 (19,5 kDa), B26 (16,5 
kDa) e B28 (15 kDa). Os pesos moleculares e os valores encontrados na 
densitometria computadorizada das bandas protéicas do plasma seminal estão 
apresentados na Tabela 17. 
A proteína de 54,5 kDa (B7) apareceu em quantidade significativamente 
maior (p=0,0272) nos animais de baixa congelabilidade com relação aos 
animais de alta congelabilidade (64,6 ± 50,67, n=7 e 24,7 ± 5,26, n=7, 
respectivamente). 
A densidade óptica integrada (IOD) da banda protéica B10 (40,2 kDa) foi 
significativamente menor no grupo de alta congelabilidade (9,6 ± 3,23, n=6) do 
que nos grupos de média (32,0 ± 21,39, n=8) e baixa (32,15 ± 19,86, n=7) 
congelabilidade (p=0,0073). As demais bandas protéicas não diferiram 
significativamente entre os grupos. Os resultados da análise estatística dos 
dados da eletroforese do plasma seminal estão dispostos na Tabela 18. 
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Tabela 17. Pesos Moleculares (kDa) e densidade óptica integrada (IOD) das bandas protéicas (B) do plasma seminal dos garanhões, 
encontradas no gel de separação a 12% (SDS-PAGE). 
Grupo  Alta congelabilidade  Média congelabilidade  Baixa congelabilidade 
Animais  1  4  6  15 16 17 22  2  8  11 12 13 14 19 20  3  5  7  9  10 18 21 
Banda skD a   
B1 170,9 
18 20,3 0,2 15,4 16,8 14,4 2,9  25,9 47,3 56,3 37,6 23,9 12,7 24,5  9,7  14,3 20,7 71,7 156,0 46,6  49,1  4,3 
B2 132,7 
4,9 - - - - - - 14,0 - - - - - - - - - - 93,1 - - - 
B3 102,3 
4,6 10,8 0,6  4,6  7,7  7,2  2,7 11,9  -  36,0 28,7 13,6  5,4  15,6  4,1 - 12,3 - 54,3 29,2 31,6 4,0 
B4 88,1 
-  19,1  -  7,2  10,6 11,6  9,5  -  -  42,5 40,0 36,4 11,0 32,1 22,2  -  -  56,7 98,9 38,4 53,7 12,5 
B5 75,1 
76,2 27,2 52,8 42,2 61,8 62,6 40,7 94,5 141,6 87,4 87,1 31,6 64,1 57,4 44,7 26,2 54,7 125,8 196,9 68,4 120,9 32,2 
B6 62,2 
29,9 48,3 37,5 24,3 44,3 38,5 35,8 62,3 93,6 119,8 82,2 46,5 49,9 58,0 30,5 31,3 37,9 128, 185,9 87,9 78,9 33,2 
B7 54,5 
15,3 21,5 24,8 25,1 26,5 27,6 32,1 46,6 75,9 58,5 56,3 29,8 21,9 46,9 26,7 18,9 35,5 64,9 170,1 76,0 55,6 31,0 
B8 50 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 24,7 - 
B9 45,2 
23,3 - - - 11,7 13,9 - 36,9 - - - - 13,9 - 35,1 -  - 57,8 67,5 59,7 -  - 
B10 40,2 
8,8  8,6 12,9 4,0 11,7 11,6  -  17,9 56,4 60,6 52,1 14,3  7,6  31,7 15,3 11,3 10,8 42,4 59,9 46,3 40,5 13,9 
B11 37,8 
14,9 12,9 - - - - - - 32,8 - 49,9 - - - - 7,3 - 32,9 65,8 - - - 
B12 35,2 
- - 8,68 - - - - 9,4  34,3 - - - - 14,1 - 5,4  - 57,1 27,8 37,9 14,7 
B13 34,2 
16,5 8,3  7,9  5,3 12,9 11,9 14,3 16,0  -  39,9 50,9 7,8  7,4 36,4 18,5 6,9  9,0 116,8 79,3 33,4 43,5 21,7 
B14 33,2 
- - - - - - - - - 38,6 28,8 - 6,0 - 12,1 - 8,6 - - 38,0 24,2 - 




[image: alt]Tabela 17. (Continuação) Pesos Moleculares (kDa) e densidade óptica integrada (IOD) das bandas protéicas (B) do plasma seminal dos 
garanhões, encontradas no gel de separação a 12% (SDS-PAGE). 
Grupo  Alta congelabilidade  Média congelabilidade  Baixa congelabilidade 
Animais  1  4  6  15 16 17 22  2  8  11 12 13 14 19 20  3  5  7  9  10 18 21 
Band a askD     
B15 32,2 
-  4,9  9,2  8,4 45,1 8,9 15,6  -  137,4 66,2 43,3 22,8 10,6  -  18,5  6,2 10,1 138,8 124,5 63,0 45,6  - 
B16 31,3 
26,2 9,7 22,8 7,6 25,6 32,8 19,8 26,3  -  67,3 57,2 26,6 21,0  -  29,7 5,7 16,1 - 73,8 74,3 -  - 
B17 30,4 
- - - - - - - - - - - 17,9 - - - - - - - - - - 
B18 29,2 
- 10,9 - 85,9 88,3 39,2 68,1 - 153,1 112,2 76,2 52,7 96,6 117,8 53,5 -  - 125,4 146,1 119,3 87,7 64,1 
B19 27,1 
25,5  42,1 126,9 75,0  47,9  65,1  32,9 104,9 110,5 84,8 77,5 64,1  -  -  -  36,9 82,4  -  130,5 109,8 91,5  - 
B20 24,8 
152,2 136,9 193,5 120,9 108,0 120,0 110,6 190,7 166,3 125,9 199,8 117,3 136,2 270,6 164,0 162,2 239,8 244,8 200,8 105,3 104,9 155,1 
B21 23,1 
17,8 26,5 42,6 15,1 17,6 18,6 - 34,3 65,4 138,5 - 20,8 25,5 - - - - 101,7 109,4 103,6 72,2 - 
B22 22,9 
- - - - - - 18,8 - - - - - - - 36,9 - - -  - 73,4 22,5 
B23 19,5 
287,2 291,0 216,9 260,4 272,6 258,3 195,8 334,8 342,5 449,2 389,1 328,1 219,8 340,7 152,9 213,8 267,2 494,5 482,2 401,9 376,5 204,6 
B24 18,7 
- - - - - - - - - - - - - - 153,9 - - - - - - - 
B25 17,8 
18,8 -  - 24,9 - 25,4 23,5 26,3 -  -  -  - 22,8 - 19,4 16,9 51,5 - - - - - 
B26 16,5 
153,2 135,4 37,9 29,3  -  -  95,7 119,4 125,5 247,4 206,4 - - 138,1 142,9 125,5 127,5 204,8 228 206,8 138,7 95,4 
B27 16 
- - - - - - - - - - - - - 84,1 - - - - - - - - 
B28 15 
147,9 155,4 89,0 71,9 105,6 83,9 122,9 158,5 163,2 198,8 271,9 173,6 83,1 133,0 158,9 105,7 148,4 254,5 224,4 177,7 168,0 100,7 
B29 10,9 
- 57,8 57,2 89,9 124,2 123,7 34,8 - 85,6 84,9 85,6 113,6 107,3 57,7 49,5 62,9 82,1 115,3 86,9 105,4 82,9  33,2 
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Tabela 18. Médias e desvios padrão (DP) da densidade óptica integrada 
(IOD) das bandas protéicas (B) do plasma seminal nos grupos de alta, 
média e baixa congelabilidade, encontradas no gel de separação a 12% 
(SDS-PAGE). 
Grupo 
Alta 
congelabilidade 
(n=7) 
Média 
congelabilidade 
(n=8) 
Baixa 
congelabilidade 
(n=7) 
Bandas kDa Média DP Média DP Média DP 
B1 170,9 
12,58 (n=7)  7,79  29,75 (n=8)  16,21 51,85 (n=7)  50,53
B2 132,7 
4,90 (n=1)  0  14,00 (n=1) 0 93,10 (n=1)  0 
B3 102,3 
5,46 (n=7)  3,40  16,47 (n=7)  11,81 26,28 (n=5)  19,45
B4 88,1 
11,60 (n=5)  4,50  30,70 (n=6)  12,00 52,04 (n=5)  31,50
B5 75,1 
51,94 (n=7)  16,51 76,06 (n=8)  34,51 89,33 (n=7)  61,63
B6 62,2 
36,93 (n=7)  8,12  67,87 (n=8)  28,96 83,41 (n=7)  57,55
B7 54,5 
24,71 (n=7) a 5,26  45,34 (n=8) ab 18,39 64,61 (n=7) b  50,67
B8 50 
- (n=0)  -  - (n=0)  -  24,70 (n=1)  0 
B9 45,2 
16,30 (n=3)  6,16  28,63 (n=3)  12,79 61,67 (n=3)  5,14 
B10 40,2 
9,60 (n=6) a  3,23  32,01 (n=8) b 21,39 32,15 (n=7) b  19,86
B11 37,8 
13,90 (n=2)  1,41  41,35 (n=2)  12,09 35,33 (n=3)  29,33
B12 35,2 
8,68 (n=1)  0  19,27 (n=3)  13,23 28,58 (n=5)  20,19
B13 34,2 
11,03 (n=7)  3,96  25,27 (n=7)  17,08 44,36 (n=7)  40,32
B14 33,2 
- (n=0)  -  21,37 (n=4) 14,99 23,6 (n=3)  14,71
B15 32,2 
15,35 (n=6)  14,98 49,80 (n=6)  47,39 64,70 (n=6)  56,28
B16 31,3 
20,66 (n=7)  9,14  38,02 (n=6)  19,24 42,47 (n=4)  36,71
B17 30,4 
- (n=0)  -  17,90 (n=1)  0  - (n=0)  - 
B18 29,2 
58,48 (n=5)  33,05 94,54 (n=7)  36,65 108,57 (n=5)  32,48
B19 27,1 
59,38 (n=7)  34,41 83,36 (n=5)  19,25 90,22 (n=5)  35,04
B20 24,8 
134,60 (n=7)  30,19 171,36 (n=8)  49,74 173,28 (n=7)  57,80
B21 23,1 
23,03 (n=6)  10,34 56,90 (n=5)  48,81 96,72 (n=4)  16,67
B22 22,9 
18,80 (n=1) 0 36,90 (n=1) 0 47,95 (n=2)  35,99
B23 19,5 
254,61  35,70 319,65 (n=8)  93,09 348,66 (n=7) 121,30
B24 18,7 
- (n=0)  -  153,9 (n=1) 0  - (n=0)   - 
B25 17,8 
23,15 (n=4)  3,01  22,83 (n=3)  3,45  34,19 (n=2)  24,46
B26 16,5 
90,29 (n=5)  55,86 163,28 (n=6)  51,65 160,95 (n=7)  51,15
B27 16 
- (n=0)  -  84,10 (n=1)  0  - (n=0)  - 
B28 15 
110,95 (n=7)  32,29 167,65 (n=8)  53,99 168,50 (n=7)  57,09
B29 10,9 
81,27 (n=6)  37,44 83,46 (n=7)  23,47 81,27 (n=7)  27,16
Em cada linha, letras diferentes indicam diferença significativa entre os 
grupos (p<0,05). 
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Figura 1. Imagem fotográfica dos géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% 
das proteínas do plasma seminal dos garanhões 1, 2, 3, 4, 5 e 6 (A), 
7,8,9,10,11,e,12 (B), 13, 14, 15, 16 e 17 (C), 18, 19, 20, 21 e 22 (D). 
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4.1.5. Eletroforese do Soro Sangüíneo 
A eletroforese das amostras de soro sangüíneo revelou 18 bandas 
protéicas, com pesos moleculares variando de 205,4 a 13,1 kDa (Figura 2). 
Destas, 13 bandas estavam presentes em todos os animais estudados 
(205,4 kDa, 154,9 kDa, 118,3 kDa, 97,4 kDa, 73,9 kDa, 53,7 kDa, 47,2 kDa, 
39,9 kDa, 37,6 kDa, 34,6 kDa, 33,3 kDa, 25,1 kDa e 20,4 kDa). As bandas 
que apresentaram maior IOD foram B7 (73,9 kDa), B9(53,7 kDa), B10 
(47,2 kDa) e B16 (25,1 kDa). Os pesos moleculares e os dados da 
densitometria computadorizada das bandas protéicas do soro sangüíneo 
estão apresentados na Tabela 19. 
A IOD da banda B12 (37,6kDa) foi significativamente menor 
(p=0,0034) nos animais de baixa congelabilidade do sêmen (27,72 ±7,76, 
n=7) do que nos animais de média e alta congelabilidade do sêmen (41,43 
± 9,8, n=8 e 42,8 ± 7,79, n=7, respectivamente). As demais bandas 
protéicas não diferiram entre os grupos. Os dados da análise estatística das 
proteínas do soro sangüíneo estão apresentados na Tabela 20. 
 
 




[image: alt]Grupo  Alta congelabilidade  Média congelabilidade  Baixa congelabilidade 
Animal  1  4  6  15 16 17 22  2  8  11 12 13 14 19 20  3  5  7  9  10 18 21 
Band akD a  
1 205,4 
76,0 91,3 94,3 105,0 78,0 87,5 110,7 86,2 94,6 81,2 62,7 113,2 105,8 116,9 105,8 78,4 58,2 104,3 65,3 77,6 58,0 88,9 
2 154,9 
42,2 60,1 48,0 41,5 42,7 43,0 44,1 52,4 37,9 43,2 28,6 50,4 68,7 54,1 38,1 48,4 40,0 40,8 35,4 36,2 23,3 39,2 
3 124,2 
31,3 - - 27,6 23,4 29,1 - - - - - 34,3 31,4 - - - - - - - - - 
4 118,3 
26,6 68,7 86,5 20,8 15,3 29,1 41,8 89,1 45,9 44,9 30,6 25,6 26,8 38,7 43,5 68,1 46,6 57,3 34,8 38,1 21,1 33,9 
5 97,4 
36,5 43,1 51,6 23,4 17,7 27,3 33,7 57,4 12,8 26,3 22 19,3 25,8 30,7 24,3 32,2 60,3 34 26,4 19,2 15,1 15,4 
6 92,1 
31,2 42,4 45,4 27,3 15,9 19,7 29,7 47,3 15,3 15,9 11,1 26,4 25,2 22,7 19,0 30,8 - 21,7 21,4 17,2 8,79 14,8 
7 73,9 
193, 214,5 234 172,3 141,7 204,5 195,4 254,8 123,9 178,7 95,6 180,3 205,8 161,9 135,3 206,4 154,2 162 128,8 140,9 84,7 104,8 
8 60,5 
- - - 317,2 254,9 327,9 438,9 - - - - 348 238,6 333,4 314,2 - - - - - 319,7 319,8 
9 53,7 
727,5 776,5 848,0 279,6 324,5 288,9 165,6 881,3 468,9 483,1 368,6 241,3 296,4 148,0 155,9 752,7 622,8 574,1 453,0 352,5 78,4  83,4 
10 47,2 
218,4 208,4 271,7 197,4 232,6 203,7 158,9 189,2 295,8 139,7 117,8 218,8 142,7 174,0 117,1 270,3 160,0 210,3 132,8 139,4 115,0 100,6 
11 39,9 
21,71 32,49  42,9  20,2 21,3 21,8 20,8 32,5 27,3 14,9 17,7 37,4 26,6 25  22,1 18,9 36,3 21,6 16,4 17,9 15,4 15,7 
12 37,6 
37,9 52,1 42,9 36,0 37,1 38,3 55,3 36  37,8 40,2 27,2 50,1 59,1 35,9 45,2 39,5 28,2 26,9 29,7 33,3 16,4 20,0 
13 34,6 
19,3 31,2 37,1 14,0 18,6 15,7 18,1 28,5 14,9 16,2 7,4 19,9 20,8 10,0 14,3 30,2 12,7 12,8 9,8 12,2 5,7 10,9 
14 33,3 
23,8 40,2 58,1 21,3 17,4 26,4 26,5 33,4 22,1 19,7 8,0 29,2 23,6 19,4 22,0 31,0 29,4 17,9 17,9 18,8 7,8 12,7 
15 31,5 
- - - 16,3 - - 18,6 - - - - - - 12,9 11,9 - - - - - 0,2 10,8 
16 25,1 
224,4 273,5 370,7 201,1 195,6 252,5 171,8 297,9 316,3 177,9 166,9 256,7 241,8 153,6 131,5 295,6 205,2 223,1 177 181,2  79  87,9 
17 20,4 
97,2 104,4 130,2 102,4 77,2 101,3 115,9 128,1 93,0 99,1 69,9 127,8 108,2 107,2 100 108,5 78,4 103,7 88,1 107,2 62,9  80,2 
18 13,1 
7,6 10,4 27,6 7,0  3,9 12,2 10,2 16,9 - 11,6 5,3 14,7 8,6 8 8,3 9,6 11,1 - 19,1 10,2 -  3,6 
Tabela 19. Pesos Moleculares (kDa) e densidade óptica integrada (IOD) das bandas protéicas (B) do soro sangüíneo dos garanhões, 
encontradas no gel de separação a 10% (SDS-PAGE). 
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Tabela 20. Médias e desvios padrão (DP) da densidade óptica integrada 
(IOD) das bandas protéicas (B) do soro sangüíneo nos grupos de alta, 
média e baixa congelabilidade, encontradas no gel de separação a 10% 
(SDS-PAGE). 
 
Grupo 
Alta 
congelabilidade 
(n=7) 
Média 
congelabilidade 
(n=8) 
Baixa 
congelabilidade 
(n=7) 
Bandas kDa Média DP  Média  DP Média DP 
B1 205,4 
91,83 (n=7)  12,87 95,79 (n=8)  18,30 75,85 (n=7)  16,98
B2 154,9 
45,96 (n=7)  6,59  46,67 (n=8)  12,40 37,62 (n=7)  7,60 
B3 124,2 
27,85 (n=4)  3,33  32,85 (n=2)  2,05  - (n=0)  - 
B4 118,3 
41,27 (n=7)  26,65 43,14 (n=8)  20,25 42,85 (n=7)  15,81
B5 97,4 
33,35 (n=7)  11,68 27,34 (n=8)  13,27 28,96 (n=7)  15,78
B6 92,1 
30,23 (n=7)  10,81 22,86 (n=8)  11,18 16,38 (n=7)  9,92 
B7 73,9 
193,65 (n=7)  29,84 167,04 (n=8)  50,03 140,25 (n=7)  39,84
B8 60,5 
334,72 (n=4)  76,55 308,55 (n=4)  48,64 319,75 (n=2)  0,07 
B9 53,7 
487,24 (n=7)  283,99 380,45 (n=8)  239,12 416,70 (n=7)  261,75
B10 47,2 
213,03 (n=7)  34,48 174,40 (n=8)  60,50 161,21 (n=7)  59,71
B11 39,9 
25,88 (n=7)  8,63  25,44 (n=8)  7,37  20,32 (n=7)  7,38 
B12 37,6 
42,81 (n=7) a  7,79  41,43 (n=8) a  9,84  27,72 (n=7) b  7,76 
B13 34,6 
22,01 (n=7)  8,66  16,53 (n=8)  6,62  13,49 (n=7)  7,79 
B14 33,3 
30,54 (n=7)  14,08 22,18 (n=8)  7,48  19,36 (n=7)  8,37 
B15 31,5 
17,45 (n=2)  1,63  12,40 (n=2)  0,70  5,50 (n=2)  7,49 
B16 25,1 
241,37 (n=7)  66,75 217,82 (n=8)  69,64 178,43 (n=7)  75,87
B17 20,4 
104,08 (n=7)  16,34 104,18 (n=8)  18,91 89,88 (n=7)  17,28
B18 13,1 
11,30 (n=7)  7,67  10,49 (n=7)  4,11  10,72 (n=5)  5,54 
Em cada linha, letras diferentes indicam diferença significativa entre os 
grupos (p<0,05). 
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Figura 2. Imagem fotográfica dos géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 
10% das proteínas do soro sangüíneo dos garanhões 1, 2, 3, 4, 5 e 6 (A), 
7,8,9,10,11,e,12 (B), 13, 14, 15, 16 e 17 (C), 18, 19, 20, 21 e 22 (D). 
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4.1.6. Eletroforese das Proteínas de Membranas Espermáticas 
Na eletroforese das proteínas de membranas espermáticas foram 
encontradas 43 bandas, com pesos moleculares variando de 227,2 a 3,8 
kDa (Figura 3). Estas bandas protéicas variaram muito entre os animais, 
de modo que apenas 2 estavam presentes em todos os animais (B18, 44 
kDa e B35, 16,3 kDa). Os pesos moleculares e os dados da densitometria 
computadorizada das proteínas de membranas espermáticas estão 
apresentados na Tabela 21. 
A banda B17 (46,4kDa) diferiu entre os animais de alta e média 
congelabilidade de sêmen, pois nenhum animal de média congelabilidade 
apresentou esta proteína (p=0,0428). As bandas B26 (28,5kDa) e B31 
(21,1kDa) também diferiram entre os grupos de alta e média 
congelabilidade (p=0,0308 e p=0,0277, respectivamente). Os dados da 
análise estatística das proteínas de membranas espermáticas estão 
apresentados na Tabela 22. 
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Tabela 21. Pesos Moleculares (kDa) e densidade óptica integrada (IOD) das bandas protéicas (B) do extrato de proteínas de membranas 
espermáticas dos garanhões, encontradas no gel de separação a 12% (SDS-PAGE). 
Grupo  Alta congelabilidade  Média congelabilidade  Baixa congelabilidade 
Animal  1  4  6  15 16 17 22  2  8  11 12 13 14 19 20  3  5  7  9  10 18 21 
Band a akD     
1 227,2
-  - - 15,5 - - - - - - - 6,2 - - - - - - - - - - 
2 191 
-  - - - - 28,3 12 - - - - - - 16,5 22,5 - - - - - 20,9 24 
3 170,4
-  - - - - - - - - - - 7,5 - - - - - - - - 9,1 - 
4 149,5
- 13,1 - - - - - - - - - - - - - 12,9 - 4,1 - - - - 
5 133,5
-  - - 12,8 6,2 11,0 12,0 - - - - 7,6 - 12,8 16,3 - - - - - 21,5 11,6 
6 103,9
-  -  6,5 16,4 7,7 25,6 14,8 -  -  -  -  - - 26,6 14,9 - - - - - 23,8 16,2 
7 97,6 
16,3 - - 15,5 - - - - - - - - - - - 17,2 - - - - - - 
8 81,6 
-  - - 29,0 - 29,6 - - - - - 10,3 - 13,9 7,3 - - - - - 11,3 - 
9 76,9 
30,4 20,1 16,2 - 15,3 - 21,4 19,5 3,7  -  3,5  -  - 32,2 17 29,9 - 28,2 -  - 48,9 21,9 
10 70,4 
-  - - 10,7 - - - 17,8 - - 4,6 - - - - - - 4,6 - - - - 
11 66,3 
15,2  17,7 10,1 16,2 -  12,7 14,6 10,2 -  -  -  -  - 12,8 10,6 12,2 10,6 7,8  -  - 14,5 14,5 
12 62,9 
19,1  23,8 14,3 22,1 11,4 27,4 20,0 15,4 -  -  -  11,4 - 26,7 19,3 17,1 14,0 -  -  - 28,2 24,7 
13 59,6 
-  - - - - - - - - - - 10,2 - - - - - 8 3,7 18,1 - - 
14 56,6 
-  - - - - - - - - - - - - - - - - 8,7 - - - - 
 
 




[image: alt] 
Tabela 21. (Continuação) Pesos Moleculares (kDa) e densidade óptica integrada (IOD) das bandas protéicas (B) do extrato de proteínas 
de membranas espermáticas dos garanhões, encontradas no gel de separação a 12% (SDS-PAGE). 
Grupo  Alta congelabilidade  Média congelabilidade  Baixa congelabilidade 
Animal  1  4  6  15 16 17 22  2  8  11 12 13 14 19 20  3  5  7  9  10 18 21 
Band a akD     
15 54,4 
48,3  43,9 33,3 32,3 -  26,0 26,8 30,8 -  -  -  10,1 - 52,1 31,8 32,8 31,8 9,7  -  - 53,0 49,8 
16 49,6 
56,2  53,9 68,6 22,9 -  22,8 25,6 46,2 12,3 18,4 15,9 10,4 -  54,9 23,6 56,4 31,5 - 6,4 20,3 50,1 49,1 
17 46,4 
26,1 20,4 26,5 - - 46,9 - - - - - - - - - 22,3 26,2 30,6 - - - - 
18 44 
50,4  64,8 50,8 47,4 22,9 82,5 46,8 44,6 21,1 13,5 20,3 22,8 18,9 77,8 53,6 53,9 40,9 17,2 6,7 15,8 83,6 65,7 
19 39,3 
45,9  34,2 46,2 26,5 10,2 37,5 32,9 42,7 12 11,3 14,8 12,8 -  50,7 28,2 43,3 45,2 17,9 5,8 12,6 59,7 47,7 
20 37,6 
45,5 43,5 33,2 - - - - 27,6 12,4 - - - - - - 34,3 38,9 11,3 2,8 10,5 - - 
21 35,5 
56,0  35,7 48,5 28,7 12,7 41,1 89,3 89,5 8,2  -  -  19,9 - 65,7 50,0 27,8 49,0 23,9 3,9  - 97,9 58,3 
22 34,8 
-  -  - 23,8 10,7 33,6 -  - 17,1 10,3 10,8 17,6 -  -  - 50,1 - 12,3 5,8 13,7 26,4 - 
23 32,7 
62,1  48,5 50,1 24,2 -  -  49,5 22,1 -  -  -  12,3 - 57,3 45,9 43,1 51,5 23,2 -  - 58,1 45,5 
24 31,7 
35,8  30,3 26,5 46,6 18,6 41,8 -  17,7 14,2 8,5 10,1 29,1 22,0 39,0 -  31,8 86,3 19,6 8,4 7,1 29 32,5 
25 29,8 
- 45,3 33,4 53,6 -  -  44,8 27,5 21,3 -  -  21,9 - 37 35 -  - 26,8 -  - 36,3 26,5 
26 28,5 
- 33,2 32,2 34,2 17,5 38,6 31,5 20,6 -  -  - 17,8 - - - - - 17,3 - - 26,9 33,4 
27 26,3 
39,7 - 35,3 55,7 27,6 35,5 39,7 - - - - 21,9 - 48,2 32  -  - 28,9 - 13,7 41,5 31,0 
28 25,7 
-  - - - - - 65,0 - 16,0 - - - - 38,2 38,1 - - - - - 52,8 34 
29 24,4 
-  - - 48,6 - 29,1 - - - - - 34,4 - 37,4 - - - - - - 45,9 - 
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Tabela 21. (Continuação) Pesos Moleculares (kDa) e densidade óptica integrada (IOD) das bandas protéicas (B) do extrato de proteínas 
de membranas espermáticas dos garanhões, encontradas no gel de separação a 12% (SDS-PAGE). 
Grupo  Alta congelabilidade  Média congelabilidade  Baixa congelabilidade 
Animal  1  4  6  15 16 17 22  2  8  11 12 13 14 19 20  3  5  7  9  10 18 21 
Band a akD     
30 22,1 
23,7 15,4 38,8 - - 22,8 55,7 20,7 - - - - - 55,1 40,0 24,1 33,6 - - - 16,8 30 
31 21,1 
21,4  23,5 40,8 43,0 37,5 24,6 32,5 -  9,1  -  -  19,9 - 34,1 30,3 13,9 37,4 13,9 -  5,6 30,4 25,1 
32 19,5 
50,4  49,1 61,6 91,3 38,4 23  65,8 82,8 30,8 28,2 14,1 41,3 32,2 95,2 62,3 71,5 78,9 113,3 15,7 51,0 70,3  - 
33 18,5 
36,4 40,5 63,7 - - 32,7 70,3 95,3 - - - - - 39,3 41,5 41,8 50,8 - - - - 171,8 
34 17,8 
-  - - - - 41,6 - - - - - - - - - - - - - - 16,8 64,2 
35 16,3 
41,1  48,7 32,3 47,6 29,8 42,1 96  66,6 21,9 12,1 6,8 43,3 35,8 112,5 65,4 44,8 61,3 41,8 8,1 19,2 57,1 74,6 
36 14,4 
63,8  64,1 71,2 55,5 -  35,5 110,2 74,5 25,1 13,5 8,4 16,7 -  71,8 54 57,9 69,7 37,5 9,5  23,1 106,2 53,1 
37 12,8 
-  - - 82,6 35,7 67,6 - - - - - 36,3 29,7 28,2 41,7 - - 18,4 - - 41,5 29,0 
38 9,5 
-  43,0 - 57,2 24,9 44,9 59,3 - 12,7 -  -  -  - 30,6 28,5 29,3 - 31,5 5,6  - 58,7 20,1 
39 8,3 
39,1  44 52,1 36,3 99 40,4 88,8 30,4 14,5 6,4 5,8 23,3 29,9 70 67,9 20,8 51,6 34,2 - 7,5 88,1 51,4 
40 5,9 
104,3 141,6 116,8  15,6 51,3 27,0 25,8 83  29,0 8,5 6,4 36,1 88,8 40,5 34,5 104,5 84,1 55,7 5,2 19,0  -  46,7 
41 4,9 
106,1 51,4 89,0 - - - 75,7 75,8 - - - - - 40,3 74,4 57,9 115,4 27 - - - 61,9 
42 4,5 
-  - - - - - 41,2 - - - - - - 63,5 58,3 - - - - - 74 59,2 
43 3,8 
-  -  - 41,1 168,5 16,0 128,5 - 49,2 19,0 19,5 - - 70,6 77,4 - - 64 14,1 34,0 61,4 57,1 
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Tabela 22. Médias e desvios padrão (DP) da densidade óptica integrada 
(IOD) das bandas protéicas (B) do extrato de proteínas de membranas 
espermáticas nos grupos de alta, média e baixa congelabilidade, 
encontradas no gel de separação a 12% (SDS-PAGE). 
Grupo 
Alta 
congelabilidade 
(n=7) 
Média 
congelabilidade 
(n=8) 
Baixa 
congelabilidade 
(n=7) 
Bandas kDa Média DP Média DP Média DP
B1 227,2 
15,50 (n=1)  0  6,20 (n=1)  0  - (n=0)  - 
B2 191 
20,15 (n=2)  11,53 19,50 (n=2)  4,24  22,45 (n=2)  2,19
B3 170,4 
- (n=0)  -  7,50 (n=1)  0  9,10 (n=1)  0 
B4 149,5 
13,10 (n=1)  0  - (n=0)  -  8,50 (n=2)  6,22
B5 133,5 
10,50 (n=4)  2,96  12,23 (n=3)  4,38  16,55 (n=2)  7,00
B6 103,9 
14,20 (n=5)  7,69  20,75 (n=2)  8,27  20,00 (n=2)  5,37
B7 97,6 
15,90 (n=2)  0,57  - (n=0)  -  17,20 (n=1)  0 
B8 81,6 
29,30 (n=2)  0,42  10,50 (n=3)  3,30  11,30 (n=1)  0 
B9 76,9 
20,68 (n=5)  6,01  15,18 (n=5)  12,04 32,22 (n=4)  11,64
B10 70,4 
10,70 (n=1)  0  11,20 (n=2)  9,33  4,60 (n=1)  0 
B11 66,3 
14,42 (n=6)  2,69  11,20 (n=3)  1,40  11,92 (n=5)  2,83
B12 62,9 
19,74 (n=7)  5,48  18,20 (n=4)  6,52  21,00 (n=4)  6,58
B13 59,6 
- (n=0)  -  10,20 (n=1)  0  9,93 (n=3)  7,39
B14 56,6 
- (n=0)  -  -(n=0)  -  8,70 (n=1)  0 
B15 54,4 
35,10 (n=6)  9,10  31,20 (n=4)  17,15 35,42 (n=5)  17,30
B16 49,6 
41,67 (n=6)  20,26 25,96 (n=7)  17,51 35,63 (n=6)  19,64
B17 46,4 
29,97 (n=4) a  11,62 - (n=0) b  -  26,37 (n=3) ab  4,15
B18 44 
52,25 (n=7)  18,21 34,10 (n=8)  22,49 40,54 (n=7)  28,75
B19 39,3 
33,35 (n=7)  12,41 24,64 (n=7)  16,29 33,19 (n=7)  20,66
B20 37,6 
40,73 (n=3)  6,60  20,00(n=2)  10,75 19,56 (n=5)  15,99
B21 35,5 
44,58 (n=7) a  24,16 46,66 (n=5) a  33,18 43,47 (n=6) a  32,89
Em cada linha, letras diferentes indicam diferença significativa entre os 
grupos (p<0,05). 
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Tabela 22. (Continuação) Médias e desvios padrão (DP) da densidade 
óptica integrada (IOD) das bandas protéicas (B) do extrato de proteínas de 
membranas espermáticas nos grupos de alta, média e baixa 
congelabilidade, encontradas no gel de separação a 12% (SDS-PAGE). 
Grupo 
Alta 
congelabilidade 
(n=7) 
Média 
congelabilidade 
(n=8) 
Baixa 
congelabilidade 
(n=7) 
Bandas kDa Média DP Média DP Média DP
B22 34,8 
22,70 (n=3)  11,498 13,95 (n=4)  3,94  21,66 (n=5)  17,56
B23 32,7 
46,88 (n=5)  13,84 34,40 (n=4)  20,79 44,28 (n=5)  13,14
B24 31,7 
33,27 (n=6)  10,26 20,09 (n=7)  10,93 30,66 (n=7)  26,71
B25 29,8 
44,27 (n=4)  8,30  28,54 (n=5)  7,26  29,87 (n=3)  5,57
B26 28,5 
31,20 (n=6) a  7,16  19,20 (n=2) b  1,98  25,87(n=3)ab  8,10
B27 26,3 
38,92 (n=6) a  9,33  34,03 (n=3)  13,27 28,77 (n=4)  11,46
B28 25,7 
65,00 (n=1)  0  30,77 (n=3)  12,79 43,40 (n=2)  13,29
B29 24,4 
38,85 (n=2)  13,79 35,90 (n=2)  2,12  45,90 (n=1)  0 
B30 22,1 
31,28 (n=5)  16,08 38,60 (n=3)  17,24 26,12 (n=4)  7,35
B31 21,1 
31,90 (n=7) a  8,85  23,35 (n=4) b  11,24 21,05 (n=6) ab  11,93
B32 19,5 
54,25 (n=7)  21,72 48,38 (n=8)  28,74 66,78 (n=6)  32,26
B33 18,5 
48,72 (n=5)  17,07 58,7 (n=3)  31,71 88,13 (n=3)  72,6
B34 17,8 
41,60 (n=1)  0  - (n=0)  -  40,50 (n=2)  33,52
B35 16,3 
48,23 (n=7)  22,21 45,56 (n=8)  35,04 43,85 (n=7)  23,50
B36 14,4 
66,65 (n=6)  24,61 37,71 (n=7)  28,36 51,01 (n=7)  31,96
B37 12,8 
61,97 (n=3)  23,95 33,97(n=4)  6,24  29,63 (n=3)  11,56
B38 9,5 
45,86 (n=5)  13,76 23,93 (n=3)  9,78  29,04 (n=5)  19,46
B39 8,3 
57,10 (n=7)  25,77 31,03 (n=8)  25,24 42,27 (n=6)  28,30
B40 5,9 
68,93 (n=7)  50,97 40,86 (n=8)  30,51 52,53 (n=6)  37,70
B41 4,9 
80,55 (n=4)  23,07 63,50 (n=3)  20,10 65,55 (n=4)  36,71
B42 4,5 
41,20 (n=1)  0  60,90 (n=2)  3,68  66,60 (n=2)  10,46
B43 3,8 
87,77 (n=4)  72,90 47,14 (n=5)  27,50 46,12 (n=5)  21,48
Em cada linha, letras diferentes indicam diferença significativa entre os 
grupos (p<0,05). 
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Figura 3. Imagem fotográfica dos géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 
12% das proteínas de membranas espermáticas dos garanhões 1, 2, 3, 4, 5 e 
6 (A), 7,8,9,10,11,e,12 (B), 13, 14, 15, 16 e 17 (C), 18, 19, 20, 21 e 22 (D). 
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4.2. Resultados das análises de correlação 
Foi avaliada a correlação entre os valores de motilidade total do 
sêmen congelado e as variáveis das análises bioquímicas e protéicas. 
O teste de Pearson mostrou haver correlação negativa entre os 
valores de Motilidade Total do sêmen congelado e o fósforo no plasma 
seminal (r= -0,71, p=0,0002). As demais variáveis bioquímicas do plasma 
seminal não se correlacionaram com a congelabilidade do sêmen. 
Os parâmetros bioquímicos do soro não apresentaram correlação 
com a congelabilidade. 
Na análise estatística da correlação entre a motilidade total do 
sêmen congelado e as proteínas do plasma seminal, o teste de Spearman 
mostrou haver correlação negativa entre congelabilidade do sêmen e a 
densidade óptica integrada das bandas B1 (170,9kDa, r=-0,55, p=0,0080), 
B6 (62,2kDa, r=-0,55, p=0,0085), B7 (54,5kDa, r=-0,63, p=0,0015), B10 
(40,2kDa, r=-0,51, p=0,0152), B12 (35,2kDa, r=-0,47, p=0,0253), B23 
(19,5kDa, r=-0,44, p=0,0389), B26 (16,5kDa, r=-0,49, p=0,0188) e B28 
(15kDa, r=-0,53, p=0,0113). 
Nas amostras de proteína do soro sangüíneo, foi verificada 
correlação positiva entre as bandas B3 (124,2kDa, r=0,51, p=0,0144), B6 
(92,1kDa, r=0,49, p=0,0187), B7 (73,9kDa, r=0,44, p=0,0400), B12 
(37,6kDa, r=0,56, p=0,0067) e B13 (34,6kDa, r=0,49, p=0,0215) e a 
congelabilidade do sêmen. 




 
84 

Nas amostras de proteínas de membranas espermáticas, observou-
se correlação positiva entre as bandas B26 (28,5kDa, r=0,47, p=0,0271), 
B27 (26,3kDa, r=0,46, p=0,0317) e B31 (21,1kDa, r=0,43, p=0,0444) e a 
congelabilidade do sêmen. 
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5. DISCUSSÃO 
 
5.1. Classificação dos animais 
Neste trabalho, utilizou-se apenas animais que apresentaram 
características seminais normais, para que estes pudessem ser agrupados 
de acordo com a congelabilidade do sêmen e esta, por sua vez, 
correlacionada com os parâmetros estudados, sem interferência da 
qualidade prévia do sêmen fresco. 
No processo de criopreservação, durante as fases de congelação e 
descongelação, a membrana plasmática dos espermatozóides é uma das 
principais estruturas danificadas, tanto pelos efeitos de solução como pela 
formação de cristais intracelulares (Watson, 1995). Em decorrência disto, a 
avaliação da integridade de membrana após a descongelação é de suma 
importância para avaliar os danos causados pela criopreservação, uma vez 
que esta pode ser considerada um indicador indireto da viabilidade 
espermática (Magistrini et al., 1997). 
No presente trabalho, a motilidade total do sêmen descongelado, 
avaliada por análise computadorizada, apresentou alta correlação com a 
integridade de membrana, avaliada por sondas fluorescentes (r=0,81; 
p<0,0001), permitindo que este parâmetro fosse utilizado na classificação 
dos animais entre os grupos. 
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A literatura mostra que a resposta de garanhões aos processos de 
criopreservação de sêmen é muito variável (Loomis, 2001), sendo este o 
principal fator que motivou a execução deste trabalho. Os resultados 
encontrados aqui, em concordância com a literatura, também mostraram 
animais que tiveram uma perda pequena na qualidade dos parâmetros 
seminais, enquanto outros mostraram uma drástica redução na qualidade 
do sêmen após os processos de congelação e descongelação do sêmen. Este 
comportamento validou o agrupamento dos animais de acordo com a 
congelabilidade do sêmen: alta, média ou baixa e permitiu que os grupos 
fossem diferentes estatisticamente, possuindo número próximo de 
animais. 
A linearidade foi o único parâmetro que não diferiu 
significativamente entre os animais da alta e baixa congelabilidade do 
sêmen, apesar de Watson (1995) afirmar que este parâmetro pode ser 
severamente reduzido pelos processos de criopreservação. 
5.2. Análises bioquímicas 
Amann e Graham (1993) relatam que as diferenças encontradas nos 
componentes protéicos e bioquímicos do plasma seminal de garanhões não 
justificam as diferenças na congelabilidade do sêmen, embora assumam 
que o efeito de alguma proteína não possa ser excluído. Estes autores, 
entretanto, não citam os valores destes elementos nos trabalhos 
pesquisados. 
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O cálcio é importante para a fisiologia espermática, incluindo a 
motilidade, o metabolismo, a reação do acrossomo e a fertilização, porém o 
papel do cálcio seminal na motilidade espermática ainda não é 
completamente compreendido (Sorensen et al., 1999). Barrier-Battut et al. 
(2002) pesquisaram a concentração de cálcio no plasma seminal de 
garanhões e encontraram valores médios de 5,75 ± 4,2 mg/dL. Os valores 
médios nas amostras de plasma seminal dos três grupos do presente 
trabalho foram superiores aos encontrados por estes autores, porém não 
foi verificada diferença entre os grupos ou correlação entre as 
concentrações deste elemento e a motilidade do sêmen descongelado. 
Os valores de magnésio no plasma seminal dos garanhões dos três 
grupos deste trabalho foram superiores aos encontrados na literatura 
(Barrier-Battut et al., 2002) 
Embora Amann e Graham (1993), tenham afirmado que altas 
concentrações seminais de cálcio e magnésio podem inibir a motilidade e o 
metabolismo espermáticos, a ausência de correlação entre as 
concentrações destes elementos e a motilidade do sêmen descongelado no 
presente trabalho está de acordo com os dados mostrados por Sorensen et 
al. (1999) num experimento realizado com sêmen de humanos, em que 
não foi verificada correlação entre as concentrações de cálcio e magnésio e 
os parâmetros da análise computadorizada do sêmen. Neste mesmo 
trabalho, entretanto, os autores observaram que altas concentrações de 
zinco levaram a diminuição nos parâmetros desta análise. 
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As concentrações de glicose nas amostras de plasma seminal foram 
menores do que as citadas por Amann e Graham (1993). 
Os valores médios de zinco encontrados nas amostras de plasma 
seminal nos três grupos do presente trabalho foram de acordo com os 
encontrados por Barrier-Battut et al. (2002) em amostras de plasma 
seminal de garanhões de fertilidade normal. Cinco animais apresentaram 
valores acima dos descritos por estes autores (um animal do grupo 1, três 
animais do grupo 2 e um animal do grupo 3) e estes animais apresentaram 
dosagens mais altas deste elemento no soro sangüíneo também, o que 
mostra que pode ter havido efeito da alimentação nestes resultados, uma 
vez que os animais não estavam submetidos ao mesmo manejo nutricional. 
No trabalho citado acima, os autores relatam que a diferença entre animais 
pode ter sido devida às diferentes condições de manejo. 
Em humanos, as concentrações de zinco no plasma seminal foram 
mais de cem vezes maiores do que as encontradas em amostras de soro 
sangüíneo obtidas no mesmo dia (Eggert-Kruse et al., 2002).No presente 
trabalho, as concentrações séricas de zinco foram apenas 3 vezes maiores 
do que as encontradas no plasma seminal. 
Não foram encontrados na literatura valores de cloretos, fósforo, 
potássio, albumina, sódio, colesterol e selênio no plasma seminal de 
garanhões. 
Em carneiros, o teor de colesterol no plasma seminal foi 
significativamente correlacionado com a congelabilidade do sêmen 
(Câmara et al., 2005), o que não ocorreu neste trabalho. 
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As concentrações de fósforo no plasma seminal foram 
significativamente diferentes entre os animais de baixa congelabilidade do 
sêmen e os demais animais deste trabalho e foi observada correlação 
negativa entre as concentrações deste elemento no plasma seminal e a 
motilidade do sêmen descongelado. Na literatura, não foram encontrados 
relatos sobre os efeitos do fósforo sobre a qualidade do sêmen ou sobre sua 
congelabilidade em nenhuma espécie, mas neste trabalho as concentrações 
séricas de fósforo não diferiram entre os grupos, o que demonstra um 
papel importante deste íon em contato com os espermatozóides no 
processo de criopreservação. 
Embora alguns autores relatem a correlação positiva entre valores 
de zinco no plasma seminal e parâmetros espermáticos como concentração 
e motilidade (Fuse et al., 1999; Henkel et al., 1999; Sorensen et al., 1999; 
Chia et al., 2000), outros autores estudaram o efeito de alguns íons sobre a 
congelabilidade do sêmen de garanhões e não verificaram efeito das 
concentrações de cálcio, magnésio e zinco (Barrier-Battut et al., 2002), em 
concordância com os resultados deste trabalho. 
Muitos trabalhos encontrados na literatura citam a importância do 
selênio como antioxidante no plasma seminal (Oldereid et al., 1998; 
Kendall et al., 2000) e, por isso, esperávamos obter diferenças entre os 
grupos nas dosagens deste elemento, mas este efeito não foi verificado e 
não houve correlação entre as concentrações de selênio no plasma seminal 
e a motilidade do sêmen descongelado. 
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Todos os animais utilizados neste trabalho apresentavam sêmen de 
qualidade normal e fertilidade comprovada, o que pode ter contribuído 
para que não fossem encontradas diferenças significativas na maior parte 
dos elementos bioquímicos estudados, já que muitos destes apresentam 
efeitos diretos sobre a qualidade do sêmen do animal, de modo que os 
animais que porventura tivessem alterações em algum destes elementos 
provavelmente foram excluídos do trabalho, já que avaliar diferenças entre 
animais de diferentes qualidades de sêmen não era o objetivo deste 
trabalho. 
Os valores séricos de Ca, Cl, P, Mg, K, proteínas totais, albumina, 
Na, glicose e colesterol foram compatíveis com os obtidos na literatura 
(Thomassian, 1996; Rose; Hodgson, 2000). Já os valores de selênio foram 
menores e os de zinco foram maiores do que os encontrados numa única 
fonte na literatura (Balarin, 2002). 
 
5.3. Eletroforese do plasma seminal 
Na eletroforese do plasma seminal foram encontradas 29 bandas 
protéicas, com pesos moleculares variando de 170,9 a 10,9 kDa. Estes 
dados se assemelham aos apresentados por Amann et al. (1987), que 
identificaram 27 bandas protéicas. Em contraste, Fraser e Bucci (1996), 
identificaram apenas 14 bandas, utilizando gel de poliacrilamida a 15%. 
Estes autores sugeriram que esta diferença pode ter sido devida à aplicação 
de menor quantidade de proteínas nos géis em seu trabalho, fazendo com 
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que apenas as proteínas principais fossem observadas. Assim como os 
dados de eletroforese de plasma seminal de ovinos (Oberst et al., 2004) e 
bovinos (Diniz et al., 2004), a porção mais expressiva das proteínas foi 
observada na faixa abaixo de 30kDa. 
Em concordância com os dados apresentados por Araújo et al. 
(2005), encontramos uma banda protéica de 19,5kDa que apareceu com 
uma área bastante significativa em todos os animais. Em carneiros, 
observou-se que a reposição de proteínas do plasma seminal após a 
descongelação do sêmen pode reverter os danos na membrana plasmática 
causados pelo choque térmico, provavelmente pelo preenchimento de 
sítios da membrana. Este efeito benéfico foi observado especialmente 
quando se utilizou uma proteína de aproximadamente 20kDa, presente em 
grande quantidade no plasma seminal (Barrios et al., 2000). Em nosso 
trabalho, entretanto, a densidade óptica integrada desta proteína foi 
negativamente correlacionada com a congelabilidade do sêmen. 
Retamal  et al. (2000) estudaram as proteínas do fluido 
epididimário de garanhões e observaram duas bandas principais, de 70 e 
66kDa, que estavam presentes em todas as regiões do ducto epididimário. 
É possível que estas bandas correspondam às proteínas de 75,1 e 62,2 kDa 
encontradas nas amostras de plasma seminal do presente trabalho, que 
foram encontradas em todos os animais. 
Um estudo analisando as proteínas do plasma seminal de garanhões 
de alta e baixa qualidade de sêmen identificou 17 bandas com pesos 
moleculares entre 10 e 80kDa (Jobim et al., 2003). As proteínas que 
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estavam presentes em todas as amostras desse trabalho podem 
corresponder às bandas B5 (75,1kDa), B10 (40,2kDa), B13 (34,2kDa), B20 
(24,8kDa), B23 (19,5kDa) e B28 (15kDa) do nosso trabalho, que 
apresentam faixas de pesos moleculares semelhantes e também estavam 
presentes em todos os animais, com exceção da banda B10, que não foi 
observada no plasma seminal de um dos animais. 
A proteína de 75,1kDa pode corresponder à lactoferrina, uma 
proteína de 80kDa (Jobim et al., 2003), ou à osteopontina, de 72kDa 
(Brandon et al., 1999), já descritas no plasma seminal de garanhões. 
É possível que as proteínas de 24,8kDa, 23,1kDa, 15kDa e 10,9kDa 
correspondam, respectivamente, às proteínas HSP-2 (25kDa, pI 6,5-6,9), 
HSP-1 (22-25kDa), HSP-7 (14kDa), e HSP-12kDa, pertencentes à família 
das espermadesinas (Reinert et al., 1996; Calvette et al., 1997; Magdaleno 
et al., 1997; Bergeron et al., 2004). 
A proteína de 102,3kDa encontrada no presente trabalho pode 
corresponder à Enzima conversora de angiotensina-I (ACE), de 105-
94kDa, descrita no fluido epididimário de mamíferos (Gatti et al., 1999). 
A proteína de 27,1kDa pode ser a CRISP-3 (26kDa, pI8-9) presente 
no plasma seminal do eqüino (Schambony et al., 1998). Embora 
Magdaleno  et al. (1997) afirmem que estas proteínas da família CRISP 
participam da proteção à célula espermática e de, no trabalho de Jobim et 
al. (2003) ela estar presente em 70% dos animais de alta qualidade de 
sêmen e ausente em todos os animais de baixa qualidade de sêmen, em 
nosso experimento não houve diferença significativa na quantidade desta 
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proteína entre os grupos. Entretanto, assim como no trabalho de Jobim et 
al. (2003), ela esteve presente em todos os animais de alta 
congelabilidade, em 62,5% dos animais de média congelabilidade e em 
71,4% dos animais de baixa congelabilidade. 
Em bovinos, Mattos et al. (2004) relataram que as proteínas BST A1 
(16,5kDa, pI 4,7) e A2 (16kDa, pI 4,9 a 5,2) aparecem em maior quantidade 
em touros de alta congelabilidade de sêmen e que, provavelmente, elas 
forneçam maior proteção das propriedades da membrana espermática 
durante os processos de congelação de sêmen. Além destas proteínas, 
Jobim et al. (2004) apontam as proteínas aSFP (11-12kDa, pI4,8-4,9), 
clusterina (18-20kDa, pI 4,8-5,2) e outra de 13-14kDa, pI4,0-4,5 como 
possíveis marcadores de congelabilidade de sêmen bovino. 
Embora muitos trabalhos correlacionem diversas proteínas do 
plasma seminal com a fertilidade e com a qualidade de sêmen em 
garanhões (Jobim et al., 2003; Brandon et a., 1999; McDowell et al., 
1996), no presente trabalho nenhuma das proteínas do plasma seminal 
correlacionou-se positivamente com a congelabilidade, mostrando que, 
uma vez utilizando animais de alta qualidade de sêmen e fertilidade 
comprovada, estas proteínas não interferem na resistência espermática à 
criopreservação. 
Por outro lado, duas proteínas, de 54,5kDa e 40,2kDa diferiram 
entre os grupos, aparecendo em maior quantidade nos animais de baixa 
congelabilidade de sêmen e as proteínas de 170,9kDa, , 62,2kDa, 54,5kDa, 
40,2kDa, 35,2kDa, 19,5kDa, 16,5kDa e 15kDa apresentaram correlação 
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negativa com a congelabilidade do sêmen. É possível que estas proteínas 
de 16,5kDa e 15kDa correspondam às proteínas de 18 kDa, pI 4,3 e 16 kDa, 
pI 6,5, negativamente correlacionadas à fertilidade de garanhões no 
trabalho de Brandon et al. (1999). 
Em touros já se estudou a correlação entre proteínas do plasma 
seminal e a congelabilidade do sêmen e foram apontadas duas proteínas 
negativamente correlacionadas, uma de 25-26kDa, pI 6,0-6,5 (Jobim et 
al., 2004) e outra de 61,8kDa (Roncoletta et al., 1999). Embora não 
tenham sido encontrados na literatura dados de correlação entre as 
proteínas do plasma seminal e a congelabilidade do sêmen de eqüinos, é 
possível que esta proteína de 61,8kDa citada pelos autores acima seja 
correspondente à proteína de 62,2kDa que apresentou correlação negativa 
com a congelabilidade do sêmen no presente trabalho. 
 
5.4. Eletroforese do soro sangüíneo 
As bandas eletroforéticas observadas no fluido da cauda do 
epidídimo de garanhões poderiam ser originárias de várias fontes, 
incluindo secreções do epidídimo e transporte a partir do sangue. 
Entretanto, os resultados de Retamal et al. (2000) indicam que nenhuma 
destas proteínas se correlaciona com aquelas do soro sangüíneo. 
Outros trabalhos mostram também que poucas das proteínas 
observadas no fluido da cauda do epidídimo tem relação com as proteínas 
séricas (Shabanowitz; Killian, 1987; Fouchécourt et al., 1999), entretanto, 
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sugere-se que estas proteínas séricas estejam presentes em quantidades 
muito baixas para que possam ser detectadas nos géis, de modo que seria 
necessária a investigação por imunoeletroforese (Shabanowitz; Killian, 
1987). 
No presente trabalho, a eletroforese das amostras de soro sangüíneo 
revelou 18 bandas protéicas, sendo 13 comuns a todos os animais 
estudados. Embora não tenham sido encontrados relatos na literatura 
correlacionando as proteínas séricas com a congelabilidade do sêmen, 
nossos resultados mostraram que uma proteína de 37,6kDa está presente 
em maior quantidade nos animais de alta congelabilidade do sêmen e que 
as proteínas de 124,2kDa, 92,1kDa, 73,9kDa, 37,6kDa e 34,6kDa 
apresentaram correlação positiva com a congelabilidade do sêmen de 
garanhões, o que não foi verificado em nenhuma proteína do plasma 
seminal ou da membrana espermática. 
5.5. Eletroforese das proteínas de membranas espermáticas 
Num experimento com sêmen de camundongos, testou-se a 
recuperação de proteínas de membranas por agitação e por sonicação, 
técnica que foi utilizada no presente trabalho, e os autores obtiveram 
melhores resultados com a sonicação e demonstraram que, com esta 
técnica, são recuperadas no sobrenadante tanto proteínas da cabeça como 
da cauda dos espermatozóides e concluíram que a sonicação é efetiva na 
remoção de membranas celulares (Baker et al., 2002). Esta técnica está de 
acordo, ainda, com a metodologia utilizada por Curtis et al. (1986), que 
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afirmam que as proteínas obtidas são derivadas principalmente da 
superfície celular, com pouca contaminação da membrana acrossomal 
externa e mitocôndrias. 
A eletroforese unidimendional de proteínas de membranas 
espermáticas detectou 20 bandas protéicas principais em suínos (Russel et 
al., 1983) e 22 em eqüinos (Fonseca et al., 2002). Em nosso trabalho, 
foram identificadas 43 bandas, com pesos moleculares variando de 227,2 a 
3,8 kDa, sendo que apenas 2 estavam presentes em todos os animais (44 
kDa e 16,3 kDa). 
Em humanos, amostras de proteínas de membranas espermáticas 
obtidas de indivíduos férteis e inférteis mostraram aproximadamente 28 a 
33 bandas protéicas, com pesos moleculares entre 5 e 100kDa. Uma 
proteína de 57kDa apresentou-se presente na maioria dos homens 
normospérmicos, porém ausente ou em pequena quantidade nos homens 
inférteis, demonstrando uma estreita relação entre esta proteína e a função 
espermática (Rajeev; Reddy, 2004). 
Dentre as proteínas de membranas espermáticas observadas em 
nosso trabalho, apenas três apresentaram diferença entre os grupos de alta 
e média congelabilidade (46,4kDa, 28,5kDa e 21,1kDa), porém em 
nenhuma das três foi verificada diferença entre o grupo de baixa 
congelabilidade e o grupo de alta congelabilidade. É provável que este 
resultado se deva ao fato de muitos animais não terem apresentado estas 
proteínas. 




 
97 

Por outro lado, as proteínas de membrana de 28,5kDa, 26,3kDa e 
21,1kDa apresentaram correlação positiva com a congelabilidade do 
sêmen, mostrando que podem estar envolvidas na proteção celular aos 
processos de criopreservação. 
A banda protéica de 21,1kDa pode corresponder à proteína SP22, 
previamente identificada na membrana espermática de eqüinos e 
positivamente correlacionada com a fertilidade (Miller et al., 2004). 
No presente trabalho, o perfil protéico das amostras foi 
determinado por eletroforese unidimensional devido à indisponibilidade 
do equipamento de eletroforese bi-dimensional, o que dificultou a 
comparação das proteínas encontradas aqui com aquelas descritas na 
literatura, em que a maioria dos trabalhos utilizou eletroforese bi-
dimensional. 
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6. CONCLUSÕES 
 
Os resultados obtidos no presente estudo nas condições em que este 
foi realizado permitem concluir que: 
 
1.  O teor de fósforo no plasma seminal interfere de maneira 
negativa na congelabilidade do sêmen eqüino; 
2.  O perfil das bandas protéicas observado no plasma 
seminal e na membrana espermática é muito variável, 
mesmo entre garanhões de sêmen fresco de boa 
qualidade; 
3.  Oito proteínas do plasma seminal (170,9kDa, 62,2kDa, 
54,5kDa, 40,2kDa, 35,2kDa, 19,5kDa, 16,5kDa e 15kDa) 
interferem negativamente na congelabilidade do sêmen 
eqüino; 
4.  Cinco proteínas do soro sangüíneo (124,2kDa, 92,1kDa, 
73,9kDa, 37,6kDa e 34,6kDa) são positivamente 
correlacionadas com a congelabilidade do sêmen eqüino; 
5.  Três proteínas das membranas espermáticas (28,5kDa, 
26,3kDa e 21,1kDa) são positivamente correlacionadas 
com a congelabilidade do sêmen eqüino. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Os resultados encontrados no presente trabalho não mostraram 
proteínas ou elementos bioquímicos positivamente correlacionados com a 
congelabilidade do sêmen dos garanhões no plasma seminal. Entretanto, 
surpreendentemente, encontramos proteínas com este potencial nas 
amostras de soro sangüíneo que, a princípio, foram pesquisadas apenas 
como controle das amostras de plasma seminal, para o esclarecimento de 
dúvidas caso algum animal apresentasse padrões significativamente 
alterados. 
Este fato mostra a importância de se estudar um número maior de 
animais , utilizando-se a eletroforese bi-dimensional e, caso este dado seja 
confirmado, de se aprofundar este conhecimento, buscando a identificação 
destas proteínas e, mais ainda, a sua utilização na forma de suplementos 
que possam ser fornecidos aos animais na tentativa de melhorar a 
congelabilidade do sêmen de garanhões que hoje ainda não podem ser 
incluídos nos programas de criopreservação. 
As proteínas que se mostraram negativamente correlacionadas com 
a congelabilidade, por outro lado, poderiam ser utilizadas como 
marcadores de baixa congelabilidade de sêmen, embora este não seja 
ainda um critério utilizado na seleção de garanhões. 
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ANEXO 
 
Ajuste do HTMA-IVOS-10 para análise seminal em eqüinos. 
Variável Ajuste 
Número de pontos analisados  30 
Contraste das células em relação ao 
campo 
60 pixels 
Tamanho mínimo da célula  3 pixels 
Contraste para células imóveis  30 pixels 
Limite inferior para o índice retilíneo  80% 
Referência para VAP média 
< 70 μm/s 
Referência para VAP lenta 
< 30 μm/s 
Referência para VSL lenta 
< 20 μm/s 
Limite inferior de tamanho  0,62 pixels 
Limite superior de tamanho  2,98 pixels 
Limite inferior de intensidade  0,24 
Limite superior de intensidade  1,19 
Limite inferior de alongamento  0% 
Limite superior de alongamento  100% 
Lentos contados como móveis  Não 
Magnificação 1,95 
 




 
119 

RESUMO 
ZAHN, F.S. Avaliação dos constituintes bioquímicos e protéicos 
do plasma seminal e do soro sangüíneo e das proteínas de 
membrana espermática e sua correlação com a qualidade do 
sêmen congelado em garanhões. Botucatu. 2006. Tese (Doutorado 
em Medicina Veterinária, Área de Reprodução Animal) – Faculdade de 
Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade 
Estadual Paulista, UNESP. 
 
O presente trabalho teve por objetivo avaliar os constituintes 
bioquímicos e protéicos do plasma seminal e séricos de eqüinos, assim 
como as proteínas da membrana plasmática dos espermatozóides, a fim de 
estabelecer correlação entre estes dados e a congelabilidade do sêmen na 
espécie eqüina. Para tanto, foram utilizados 22 animais de sêmen fresco 
com características normais, dos quais foram feitas colheitas de sêmen 
para obtenção de amostras de sêmen para congelação, de plasma seminal e 
de proteínas de membrana e colheitas de sangue para obtenção de soro. 
Para determinar o perfil bioquímico do plasma seminal e do soro, foram 
feitas dosagens de glicose, cloretos, sódio, potássio, fósforo, magnésio, 
colesterol, albumina, proteínas totais, selênio e zinco. O perfil protéico das 
amostras de plasma seminal, soro sangüíneo e do extrato de proteínas de 
membranas espermáticas foi determinado por eletroforese unidimensional 
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Após a descongelação e avaliação 
computadorizada de motilidade e da integridade de membrana das 
amostras de sêmen congelado, os garanhões foram separados em três 
grupos estatisticamente distintos, de acordo com a motilidade total do 
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sêmen descongelado, sendo assim classificados: alta, média e baixa 
congelabilidade. Nas análises bioquímicas, houve diferença entre os três 
grupos apenas quanto ao teor de fósforo no plasma seminal, que foi maior 
nos animais de baixa congelabilidade de sêmen e mostrou correlação 
negativa com a congelabilidade. A avaliação eletroforética do plasma 
seminal mostrou 29 bandas protéicas, das quais duas (54,5kDa e 40,2kDa) 
apareceram em quantidade significativamente maior nos animais de baixa 
congelabilidade e oito foram negativamente correlacionadas com a 
congelabilidade (170,9kDa, 62,2kDa, 54,5kDa, 40,2kDa, 35,2kDa, 19,5kDa, 
16,5kDa e 15kDa). A eletroforese do soro revelou 18 bandas protéicas e 
apenas uma diferiu entre os grupos (37,6kDa), sendo significativamente 
menor nos animais de baixa congelabilidade. Cinco proteínas do soro 
(124,2kDa, 92,1kDa, 73,9kDa, 37,6kDa e 34,6kDa) foram positivamente 
correlacionadas com a congelabilidade. A eletroforese das proteínas de 
membrana mostrou 43 bandas, das quais três (28,5kDa, 26,3kDa e 
21,1kDa) foram positivamente correlacionadas com a congelabilidade do 
sêmen eqüino. 
 
Palavras-Chave: Sêmen congelado; Eqüino; Plasma Seminal; Membranas 
Espermáticas; Soro. 
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ABSTRACT 
ZAHN, F.S. Evaluation of biochemical and proteic components of 
seminal plasma and blood serum and of sperm membrane and 
their correlation to thawed semen quality in stallions. Botucatu. 
2006. Tese (Doutorado em Medicina Veterinária, Área de Reprodução 
Animal) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de 
Botucatu, Universidade Estadual Paulista, UNESP. 
 
The aim of the present study was to evaluate biochemical and 
proteic components of seminal plasma and blood serum and sperm 
membrane proteins, in order to correlate these findings and the quality of 
frozen-thawed semen in horses. For this, 22 animals of normal raw semen 
quality were submitted to semen and blood collection to obtain semen 
samples to freeze, samples of seminal plasma, samples of membrane 
proteins and samples of blood serum. To determine biochemical profile of 
seminal plasma and serum, dosages of glucose, chlorides, sodium, 
potassium, phosphorus, magnesium, cholesterol, albumin, total proteins, 
selenium and zinc were performed. Protein profiles of seminal plasma, 
blood serum and sperm membrane extracts were determined by one-
dimensional electrophoresis in polyacrylamide gels (SDS-PAGE). After 
thawing and evaluation of computerized motility and membrane integrity 
of thawed semen samples, the stallions were separated into 3 statistically 
distinct groups, according to total motility of thawed semen, being so 
classified: good, medium and poor freezers. Biochemical analysis showed 
difference among three groups only on phosphorus levels, which was 
higher on poor freezers and was negatively correlated to semen 
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freezability. Electrophoresis of seminal plasma revealed 29 protein bands, 
of which two (54,5kDa and 40,2kDa) were present in quantity significantly 
higher on poor freezers and eight were negatively correlated to semen 
freezability (170,9kDa, 62,2kDa, 54,5kDa, 40,2kDa, 35,2kDa, 19,5kDa, 
16,5kDa and 15kDa). Serum electrophoresis revealed 18 protein bands and 
only one was different among groups (37,6kDa), being significantly lower 
in poor freezers. Five serum protein bands (124,2kDa, 92,1kDa, 73,9kDa, 
37,6kDa and 34,6kDa) were positively correlated to semen freezability. 
Sperm membrane proteins electrophoresis showed 43 bands, of which 
three (28,5kDa, 26,3kDa and 21,1kDa) were positively correlated to equine 
semen freezability. 
 
Key-Words: Frozen Semen; Equine; Seminal Plasma; Sperm Membrane; 
Serum. 
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