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Resumo

As proteínas do plasma seminal de 14 reprodutores (7 Bos taurus taurus e 7 Bos taurus indicus),
foram analisadas por eletroforese bidimensional, em géis de poliacrilamida a 8%, corados por Comassie
Blue. Três bandas protéicas, presentes em 100% das amostras de plasma seminal, foram quantificadas
de acordo com a densidade óptica exibida: 195 kDa, pI 6,5-7,5 ; 66 kDa, pI 5,4 e 55 kDa, pI 4,5. As
amostras de plasma seminal provenientes de taurinos apresentaram densidades ópticas significativa-
mente superiores (p<0,05) às dos zebuínos na banda de 55 kDa, que foi imunoidentificada como
osteopontina. As demais proteínas analisadas não apresentaram variações significativas entre as sub-
espécies. A banda protéica de 66 kDa, foi imunoidentificada como albumina. Nas amostras provenien-
tes de taurinos, as densidades ópticas das três bandas protéicas quantificadas não evidenciaram varia-
ção significativa entre os reprodutores. Entretanto, nos zebuínos, as densidades ópticas da albumina
apresentaram diferenças significativas entre os touros (p<0,05).
Palavras-chave: bovinos, plasma seminal, proteínas, eletroforese bidimensional.

Abstract

Two dimensional polyacrylamide gel electrophoresis was performed in seminal plasma of seven Bos
taurus taurus  and seven Bos taurus indicus bulls with high semen freezability, from  an artificial
insemination  center. In a 8% polyacrylamide gels, three bands of 195, 66 and 55 kDa, present in 100%
of the samples in  both sub-species, were analyzed by their optical densities. In Bos taurus samples, the
opticals densities of 55 kDa band, imunoidentified as osteopontin were superior (p<0.05) than Bos
indicus samples. The 66 kDa band was imunoidentified as albumin. In the Bos taurus samples, the
bands did not show any variation among the bull samples, but in the Bos indicus, the albumin optical
densities showed significant variation among samples.
Key Words: Bovines, Seminal Plasma Proteins, Bidimensional Electrophoresis.
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Introdução

A técnica de eletroforese vem sendo utilizada para
identificação e mapeamento dos componentes do
plasma seminal em bovinos desde a década de 50
(LARSON; SALISBURY, 1954). Os primeiros tra-
balhos utilizaram eletroforese em papel, gel de agar,
gel de amido, acetato de celulose (SZUMOWSKI,
1956). Mais recentemente, tem-se utilizado
eletroforese uni ou bidimensional em gel de
poliacrilamida (MANJUNATH et al., 1987;
KILLIAN et al., 1993; BRANDON et al.,1999).
Vários componentes protéicos do plasma seminal
foram relacionados com os índices de fertilidade de
reprodutores bovinos (KILLIAN et al., 1993), suí-
nos (FLOWERS, 1998) e eqüinos (BRANDON et
al., 1999) e com a congelabilidade (RONCOLETTA,
1999; RONCOLETTA et al., 1997, 1999, 2000) e a
viabilidade do sêmen (AL SOMAI et al.,1994;
BARRIOS et al., 2000). As diferenças na composi-
ção do plasma seminal entre taurinos e zebuínos,
verificadas por meio de eletroforese unidimensional,
referem-se às variações na proteína total e à presen-
ça ou à ausência de determinadas bandas protéicas
(ROCHA et al., 1974; MARTINS JÚNIOR et al.,
1995; RONCOLETTA, 1999; RONCOLETTA et al.,
1997, 1999).

O presente trabalho teve como objetivo analisar
as proteínas de alto peso molecular presentes em
100% das amostras do plasma seminal de
reprodutores de alta congelabilidade de sêmen,
taurinos e zebuínos, por meio de eletroforese
bidimensional.

Material e Métodos

Foram utilizados 14 reprodutores adultos, doa-
dores de sêmen de uma central de inseminação arti-
ficial. Sete eram taurinos, sendo dois da raça Holan-
desa, cinco da raça Red Angus e os demais, zebuínos
da raça Nelore. Os animais apresentavam índice su-
perior a 90% de ejaculados viáveis pós–
descongelação do sêmen, com valores superiores aos
critérios mínimos exigidos pelo Colégio Brasileiro

de Reprodução Animal (1998), sendo considerados,
de acordo com os critérios da central, como animais
de alta congelabilidade do sêmen. A taxa de
congelabilidade foi baseado em um total de 2.296
congelações realizadas.

O sêmen foi coletado por vagina artificial e uma
alíquota de 1,0 mL foi centrifugada por 20 minutos
a 1.500 x g, para a obtenção do plasma seminal, con-
geladas em nitrogênio líquido e posteriormente
recentrifugadas por 60 minutos a 10.000 x g, dividi-
das em alíquotas, congeladas e mantidas a – 70 o C.
A determinação das proteínas totais foi realizada de
acordo com Lowry et al., (1951) e a eletroforese
bidimensional conforme o descrito por O’Farrel et
al. (1977), modificado por Rodnight et al. (1988).

A primeira dimensão (NEPHGE) consistiu em
uma focalização isoelétrica em gradiente de pH não
equilibrado, em gel tubular (10 cm de comprimento
e 1mm de diâmetro) de poliacrilamida a 3,5%, com
gradiente de pH 2-10. Foi aplicada a quantidade de
200 µg de proteína nos géis, e a corrida eletroforética,
com duração de 90 minutos, foi realizada com 800V
de voltagem, corrente de 10 mA e potência de 0,125
W por tubo. Após a corrida, os géis foram mantidos
em –20° C até serem transferidos para a segunda
dimensão. Esta se consistiu de uma eletroforese em
placas (16cm x 14cm) de gel (SDS-PAGE) a 8%, onde
as proteínas previamente separadas pela carga elé-
trica migraram conforme seu peso molecular. A cor-
rida de segunda dimensão teve a duração de 6,5 ho-
ras, e iniciava com voltagem máxima fixada de 125
V e corrente de 20 mA por placa. Como marcador
de peso molecular foi utilizado 10 µl do padrão SDS
6H1 (de pesos moleculares entre 29 e 205 kDa).

Os géis foram corados em solução de Azul de
Comassie2 (Comassie Brilliant Blue 250-R 0,15%;
ácido acético3 7%; metanol4 53%) por aproximada-
mente 18 horas. A descoloração foi realizada, du-
rante cerca de 4 horas, em solução fixadora (ácido
acético 7% e metanol 53%), sob agitação, com subs-
tituição da solução a cada hora. Ao término desta
etapa, a solução de fixação foi substituída pela solução
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de secagem, composta de glicerol5 1% e metanol 50%.
Os géis foram mantidos nesta solução por 2h sob agi-
tação e, a seguir, colocados para secar entre duas fo-
lhas de papel celofane, sobre uma placa de vidro.

Depois de secos, os géis foram escaneados
(Scanjet 6100 C6) e analisados para a determinação
da densidade óptica das bandas protéicas, expressa
em pixeis e quantificada em percentagem relativa
ao total do gel, utilizando o programa OptiQuant
Acquisition & Analysis7. Foram realizadas várias
reaplicações da mesma amostra, para a obtenção de
pelo menos dois géis bidimensionais de excelente
qualidade, a fim de se excluir quaisquer possíveis
variações na utilização da técnica.

Foram quantificadas três proteínas, identificadas
como 25 27 e 29. Estas bandas protéicas foram
quantificadas porque apresentaram menor variabili-
dade nas amostras de plasma seminal de todos os
animais, recebendo inicialmente a denominação de
pontos âncora. As demais bandas presentes nos géis
não foram quantificadas em razão da grande varia-
bilidade que apresentaram entre todas as amostras
dos reprodutores.

As bandas protéicas 27, de 66 kDa, pI 5,4 e 29,
de 55 kDa, pI 4,5 foram imunoidentificadas por
western blotting. As proteínas foram transferidas dos
géis para membrana de nitrocelulose8, conforme des-
crito por Towbin et al. (1979). Para imunodetecção
da banda de 55 kDa, a membrana foi bloqueada com
solução de MTBS (leite em pó desnatado 5%9 em
tampão TBS, Tris10 20 mM, NaCl11 500 mM, pH 7,5).
Para imuno-detecção da banda de 66 kDa, a mem-
brana foi bloqueada com PVP- 4012. Após o bloqueio,
as membranas foram incubadas com os anticorpos
específicos (anti-osteopontina policlonal 1:1000,
anti-albumina monoclonal13 1:800). Os anticorpos
secundários utilizados foram anti-IgG de coelho14

para a banda de 55 kDa e anti-IgG de camundongo15

para a banda de 66 kDa, biotinilados conjugados à
peroxidase e estreptoavidina e diluídos a 1:3000 em
MTBS. Para identificação da reação, utilizou-se o
método do luminol16, onde a peroxidase reage com

o reagente de luminol e emite luminescência, que
sensibiliza o filme de raio-X13.

O delineamento experimental foi completamen-
te casualizado, em um fatorial hierárquico, sendo
considerado um dos fatores a sub-espécie e outro
fator os touros dentro da sub-espécie. Os logaritmos
das percentagens relativas das bandas protéicas fo-
ram comparados entre as sub-espécies por análise
de variância (teste F). Como teste complementar foi
utilizado o teste de Tukey, usando-se o nível de
significância de 5%. O programa estatístico utiliza-
do foi o SAS (Statistical Analysis System), versão
6.12, PROC GLM.

Resultados e Discussão

Os valores médios observados na dosagem de
proteína total realizada nas amostras de plasma se-
minal dos reprodutores não diferiram estatisticamen-
te entre as sub-espécies, sendo de 75,96 mg/ml ±
17,67 para os taurinos e de 75,16 mg/ml ± 19,54
para os zebuínos. Os resultados situam-se dentro dos
referidos por Pangawkar et al. (1988), Nauc e
Manjunath (2000), diferindo do referido por
Roncoletta (1999), que encontrou variações signifi-
cativas na concentração de proteínas totais; em
zebuínos (71 mg/ml ± 9,56) e taurinos (57,30 ± 11,76)
de alta congelabilidade do sêmen. Esta diferença
pode ter ocorrido pelo fato do referido autor ter rea-
lizado a coleta das amostras em vários períodos du-
rante o ano, o que poderia ter evidenciado flutuações
na concentração protéica do plasma seminal.

Em razão da grande variabilidade observada nas
bandas protéicas com pesos acima de 40kDa, nas
amostras de ambas as sub-espécies, foram
quantificadas apenas três proteínas, presentes em
100% das amostras analisadas. As bandas analisa-
das foram identificadas como 25 (195 kDa, pI 6,5-
7,5), 27 (66 kDa, pI 5,4) e 29 (55 kDa, pI 4,5), con-
forme se verifica na Figura 1. A análise de outras
bandas de  não foi realizada, em razão da grande
variabilidade entre todas a mostras dos animais, con-
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forme o referido por Frazer et al. (1996), Roncoletta
et al. (1977) e Roncoletta et al. (1999).

A Tabela 1 apresenta os pesos moleculares e pI
aproximados das bandas protéicas de alto peso
molecular, médias e desvio padrão das densidades
ópticas das bandas observadas em 18 géis
bidimensionais de amostras de plasma seminal de
sete reprodutores taurinos e em 17 géis de amostras
de sete zebuínos de alta congelabilidade do sêmen, e
valores de p entre as espécies e entre os reprodutores.

Verifica-se, pela Tabela 1, que as três proteínas
quantificadas, aquelas presentes em 100% das amos-
tras, conforma já referido anteriormente, apresenta-
ram pesos moleculares entre 55 e 195 kDa e pI entre
4,5 a 7,5, com densidade óptica média de 1,22 a 2,13.
A banda 29 foi imunoidentificada como osteopontina,
utilizando-se o anticorpo policlonal específico, que
não reagiu com nenhuma outra banda protéica pre-
sente na amostra avaliada (Figura 3). Na comparação
entre sub-espécies, foi a única banda que apresentou
diferença significativa (p<0,05), ocorrendo maior den-
sidade óptica na amostras de reprodutores taurinos em
relação às amostras dos zebuínos. A osteopontina é
uma glicoproteína ácida, isolada da matriz óssea bo-
vina, cartilagens, pele fetal, cérebro, rins, ovário, úte-
ro, bem como da urina, bile e leite bovinos (Kerr et
al., 1991; Sorensen; Petersen, 1993). Esta proteína foi
localizada nas ampolas e vesículas seminais, mas não
foi detectada no testículo, epidídimo, canal deferente,
próstata e glândula bulbo uretrais, indicando que a
proteína não se ligaria ao espermatozóide, ou teria
apenas uma associação transitória com a membrana
espermática (CANCEL et al.,1999). Em reprodutores
taurinos, Killian et al. (1993), observaram que esta
proteína seria um dos marcadores de alta fertilidade
existentes no plasma seminal. No entanto, Cancel et
al. (1999), consideraram que a relação entre
osteopontina no plasma seminal e a fertilidade em
machos seria indireta, pela proteção a infecções
bacterianas (Brow et al., 1992) que a proteína propor-
cionaria na superfície das glândulas acessórias, deter-
minando então um efeito positivo na fertilidade.

Recentemente, a osteopontina foi relacionada com

a congelabilidade do sêmen. Jobim et al. (2002) ve-
rificaram que esta proteína apresentou densidades
ópticas significativamente superiores nas amostras de
plasma seminal de reprodutores de alta
congelabilidade de sêmen, independentemente da sub-
espécie a que pertenciam. Entretanto, quando se com-
pararam amostras de plasma seminal de taurinos e
zebuínos de alta congelabilidade de sêmen, como no
presente trabalho, as amostras de taurinos apresenta-
ram as maiores densidades ópticas. Em sua maioria,
os trabalhos que identificaram e relacionaram esta
proteína foram realizados em raças taurinas, e na lite-
ratura consultada, não há relatos de quantificação da
osteopontina no plasma seminal de zebuínos.

A banda 27 (66kDa, pI 5,4) foi imunoidentificada
como albumina, utilizando-se o anticorpo
monoclonal específico, que não reagiu com nenhu-
ma outra banda protéica presente na amostra avalia-
da (Figura 2). Não foram observadas variações sig-
nificativas nas densidades ópticas desta banda, en-
tre as amostras de taurinos e zebuínos. As variações
na concentração de albumina seminal foram associ-
adas em geral, com alterações na espermiogênese
(SZUMOSKI, 1956) e hipoplasia testicular (RO-
CHA, 1974) e os reprodutores utilizados no presen-
te experimento eram animais sadios, em regime re-
gular de coleta e comercialização de sêmen. Nas
amostras de zebuínos, ocorreram variações indivi-
duais significativas nas densidades ópticas desta ban-
da, fato não observado nas de taurinos, que apresen-
taram maior homogeneidade na expressão da prote-
ína. Roncoletta et al. (1997) e Roncoletta (1999),
também observaram maior homogeneidade no per-
fil protéico do plasma seminal nas amostras de plas-
ma seminal de reprodutores taurinos do que nas
amostras de zebuínos. Este resultado foi atribuído à
seleção genética que a sub-espécie taurina vem sen-
do submetida ao longo do tempo.

A banda 25 (195 kDa, pI 6,5-7,5) poderia ser con-
siderada como globulina, tendo em vista que estas
proteínas são referidas no plasma sangüíneo com
semelhantes pesos moleculares.
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Concluindo, pela análise eletroforética
bidimensional das proteínas de alto peso molecular
de amostras de plasma seminal de reprodutores de
alta congelabilidade de sêmen, das sub-espécies
taurina e zebuína, verificou-se que existe ampla va-
riação nas proteínas de pesos moleculares acima de
40 kDa, em ambas as espécies. Das três bandas
protéicas analisadas, foram imunoidentificadas a
albumina e a osteopontina. As concentrações de

albumina do plasma seminal de reprodutores taurinos
e zebuínos apresentaram uniformidade de expressão
entre as espécies. As concentrações de osteopontina,
entretanto, foram superiores (p<0,05) nas amostras
de plasma seminal dos animais da sub-espécie
taurina. Tendo em vista que os reprodutores eram
considerados como de alta congelabilidade do sê-
men, as variações observadas podem também refle-
tir padrões específicos de cada sub-espécie.

Figura 1 – Proteínas de alto peso molecular do plasma seminal bovino. Gel SDS-PAGE a 8%, corado por azul de
Comassie. A seta superior indica a direção do gradiente de pH não equilibrado (NEPHGE), na primeira dimensão. Os
marcadores de peso molecular e respectivos pesos estão colocados à direita do gel.

Taurinos 

n=7 

Zebuínos 

n=7 

Banda  

Protéica 

Peso 

Molecular 

kDa pI 
Média Desvio p* Média Desvio p* 

p ** 

25 195 6,5-7,5 1,39 ± 0,23 0,506 1,45 ± 0,33 0,082 0,97 

27 66 5,4 2,02 ± 0,28 0,963 2,13 ± 0,58 0,001 0,56 

29 55 4,5 1,59 ± 0,50 0,491 1,22 ± 0,18 0,740 0,02 

Tabela 1 – Bandas protéicas analisadas, pesos moleculares (kDa) e pontos isoelétricos (pI) aproximados,
média (%) e desvio padrão das densidades ópticas das proteínas de alto peso molecular observadas em 18
géis bidimensionais de amostras de plasma seminal de sete reprodutores taurinos e em 17 géis de amostras
de sete zebuínos de alta congelabilidade do sêmen, e valores de p entre as sub-espécies e entre os reprodutores.

*   Valor da probabilidade do teste de comparação entre reprodutores
**  Valor da probabilidade do teste de comparação entre sub-espécies
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Figura 2 – Imunoidentificação da albumina no plasma seminal bovino. Em A, a seta indica a posição da proteína no
gel de poliacrilamida corado por azul de Comassie. Em B, autoradiografia, mostrando a imunodetecção com anticorpo
monoclonal anti-antialbumina.

Figura 3 – Imunoidentificação de osteopontina no plasma seminal bovino. Em A, a seta indica a posição da proteína
no gel corado por azul de Comassie. Em B, autoradiografia, mostrando a imunodetecção com anticorpo policlonal
anti-osteopontina.
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