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RESUMO 

 

BEZERRA, Luciana de Lima, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 
2015. Análise bioquímica e proteômica do plasma seminal equino e sua 
relação com a criopreservação do sêmen. Orientador: José Domingos 
Guimarães. Coorientadores: Maria Cristina Baracat-Pereira e Eduardo Paulino 
da Costa.              
 

Este trabalho foi realizado com intuito de relacionar os constituintes 

bioquímicos e proteômicos do plasma seminal de garanhões da raça 

Mangalarga Marchador com a criopreservação. Em ambos os estudos foram 

utilizados garanhões hígidos da raça Mangalarga Marchador, com idades entre 

quatro e 15 anos e peso entre 400 e 500 kg. As colheitas foram realizadas no 

período de junho a agosto de 2013, totalizando 77 amostras. No experimento 1, 

após as colheitas foram retirados 3 mL de sêmen para análises bioquímicas de 

cálcio, colesterol, glicose, magnésio, fósforo, proteína total, potássio e sódio. 

Em sequencia as amostras seminais foram diluídas na proporção 1:1 (sêmen/ 

diluente) e congeladas para realização dos testes de motilidade espermática 

total, vigor espermático, teste hiposmótico e teste supravital. Após o 

descongelamento, os ejaculados de cada animal foram separados em grupos 

de alta (> 40%) e baixa congelabilidade (< 40%). Não foram visualizadas 

diferenças nos parâmetros bioquímicos e seminais entre os animais (P>0,05), 

entretanto foram observadas diferenças na concentração de colesterol e 

glicose nos animais 1 e 3 (P<0,05), sendo a maior concentração no grupo de 

animais de baixa congelabilidade e correlação negativa entre o potássio e a 

motilidade espermática pós- descongelamento. Concluiu-se que os 

constituintes bioquímicos do plasma seminal não influenciam na 

congelabilidade seminal na raça Mangalarga Marchador. No experimento 2, 

após as análises físicas e morfológicas do sêmen, foram selecionados para o 

perfil proteômico, os plasmas seminais correspondente aos sêmen de maior e 

menor motilidade pós-descongelamento por animal. O perfil das proteínas foi 

avaliado pelo sistema SDS–PAGE e as proteínas identificadas por MALDI- 

TOF/ TOF, utilizando o software Mascot para a busca em banco de dados. O 

site do UniProt (SWISSPROT, NCBI, Equidae) foi consultado para identificação 

das proteínas e a validação dos resultados foi realizada pelo programa 
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SCAFOLD. As amostras não validadas pelo SCAFOLD foram analisadas pelo 

programa flexAnalysis (BRUKER®) para identificação de espectros de MS2 

identificados pelo software Mascot. Foi observado diferença significativa em 

relação a CRISP 3 no grupo de sêmen de baixa congelabilidade e não foram 

observadas diferenças entre a HSP 1, a calicreína e a motilidade pós- 

descongelamento entre os grupos de sêmen de alta e baixa congelabilidade . 

Conclui-se que a CRISP3 com baixa massa molecular (22- 30 kDa) pode ser 

utilizada como biomarcador de baixa congelabilidade e que a calicreína e a 

HSP1 não podem ser utilizadas como marcadores de congelabilidade na raça 

Mangalarga Marchador. 
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ABSTRACT 

 

BEZERRA, Luciana Lima, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2015. 
Biochemical analysis and proteomics of equine seminal plasma and its 
relation to semen cryopreservation. Adviser: José Domingos Guimarães. Co-
advisers: Maria Cristina Baracat-Pereira and Eduardo Paulino da Costa.                    
 
The aim of this study was evaluating biochemical and proteomic constituents of 

Marchador Mangalarga stallions seminal plasma by cryopreservation. Both 

studies were carried out on healthy Marchador Mangalarga stallions, ageing 

from four to 15 years old and weighting between 400 and 500 kg. The samples 

were collected from June to August 2013, totalizing 77 samples. In experiment 

1 after collection, 3 ml total semen were taken for calcium cholesterol, glucose, 

magnesium, phosphorus, total protein, sodium and potassium biochemical 

analyses. Subsequently, semen samples were diluted on 1: 1 (semen / diluent) 

and frozen in order to perform motility, sperm vigor, hyposmotic and supravital 

tests. After thawing, the ejaculate from each animal was divided into high 

(>40%) and poor (<40%) freezability groups. No differences on biochemical and 

seminal parameters among animals (P>0.05) were reported but differences on 

cholesterol and glucose concentrations in animals 1 and 3 (P<0.05) were 

observed. Animals from the low freezability group showed higher concentration 

and negative correlation between potassium and sperm motility after freezing. It 

might be concluded that seminal plasma biochemical constituents did not affect 

Mangalarga Marchador seminal freezability. In experiment 2, after  physical and 

morphological semen analyses, seminal plasma corresponding to higher and 

lower semen post freezing motility per animal were selected for the proteomic 

profile. Protein profile was assessed by SDS-PAGE system and proteins 

identified by MALDI-TOF / TOF using the Mascot software searching the 

database. The site UniProt (SWISSPROT, NCBI, Equidae) was checked out 

identifying proteins and validation results by scafold program were performed. 

No validated samples by scafold by flexAnalysis program (BRUKER®) were 

analyzed verifying the MS2 spectra identified by Mascot software. Significant 

difference in regarding to the CRISP 3 in lower freezability group was observed 

and no difference to the HSP 1 between high and low semen freezability 

groups, kallikrein and post-thaw motility was observed. It might be concluded 
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that the CRISP3 low molecular weight  (22- 30 kDa) might be used as 

biomarker low freezability biomarker, as well as, kallikrein and the HSP1 might 

not be used as markers on freezability tests Mangalarga Marchador. 
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INTRODUÇÃO 

Diversos progressos foram alcançados nos últimos anos no processo de 

criopreservação do sêmen equino, porém a eficiência desta tecnologia varia 

com a qualidade do sêmen pós-descongelamento, entre os animais e até 

mesmo entre diferentes colheitas de sêmen do mesmo animal. Esses fatores 

em geral limitam a difusão da criopreservação como rotina na equideocultura.  

Na última década, Associações de raças permitiram empregar sêmen 

congelado em programas de inseminação artificial, o que estimulou pesquisas 

empregando-se diferentes protocolos de criopreservação de sêmen de 

garanhões. Entretanto, estima-se que apenas 30 a 40% dos garanhões 

produzam sêmen adequado à criopreservação (ALVARENGA et al., 2005). Em 

algumas raças, como a Mangalarga Marchador, a proporção de animais com 

sêmen de baixa congelabilidade é maior do que em outras raças. Segundo os 

autores muitos fatores podem interferir na qualidade e resistência à 

criopreservação do sêmen de garanhões, destacando-se principalmente os 

fatores genéticos e os relacionados à composição da membrana plasmática 

espermática do espermatozoide e do plasma seminal. Algumas raças 

apresentam maior susceptibilidade às lesões espermáticas decorrentes dos 

processos de criopreservação (ALVARENGA et al., 2014). 

Fatores diversos no plasma seminal influenciam a motilidade 

espermática (JASKO et al., 1991), podendo levar a alterações na viabilidade 

espermática e na capacidade de fertilização dos animais (VARNER et al., 

1987). O plasma seminal, considerado o veículo do ejaculado, contém 

componentes que são fundamentais à sobrevivência espermática e substratos 

metabolizáveis pelos espermatozoides como cálcio, glicose e zinco 
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(BRANDON et al., 1999), sendo a sua completa remoção contra indicada em 

geral (PICKETT et al. 1975). Entretanto em equinos, a remoção do plasma 

seminal é uma prática realizada rotineiramente no processo de 

criopreservação, pois se acredita que a presença do plasma seminal promova 

efeito deletério sobre a preservação das células espermáticas, e também com 

o objetivo de aumentar a concentração por dose (embalagem) e permitir assim 

a adição de maior quantidade de diluente protetor (ALBERTI et al., 2005). 

As interações dos componentes do plasma seminal e das proteínas de 

membrana dos espermatozoides podem ser responsáveis pelas diferenças na 

fertilidade e na congelabilidade do sêmen, em resposta a variações na 

composição proteica (RONCOLETTA et al., 2004). A diferenciação, 

identificação e quantificação de componentes do plasma seminal que estejam 

relacionados à estabilização ou proteção da membrana dos espermatozoides 

são de extrema importância para a criopreservação, visto que, a integridade da 

mesma é fundamental para o funcionamento adequado do gameta masculino.  

Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar a presença de 

componentes bioquímicos, proteicos e não proteicos do plasma seminal de 

garanhões da raça Mangalarga Marchador, e correlacioná-los com a viabilidade 

espermática após o processo de criopreservação. 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Plasma Seminal 

Nos equinos, o plasma seminal é composto pelas secreções dos 

epidídimos, das ampolas dos ductos deferentes, das vesículas seminais, da 

próstata, e das glândulas bulbo-uretrais. A secreção dos órgãos genitais do 

garanhão é comumente dividida em três frações. A primeira porção ejaculada é 

uma fração pré-espermática, aquosa, sem espermatozoides, 

glicerilfosforilcolina (GPC), ergotineína ou ácido cítrico (AMANN; GRAHAM, 

1993), porém é rica em cloreto de sódio e tem por função a limpeza da uretra 

(KELLER et al., 2001), sua produção é de origem prostática e das glândulas 

bulbouretrais (AMANN; GRAHAM, 1993). A segunda fração é liberada poucos 

segundos após e tem aspecto leitoso, é rica em espermatozoides, GPC e 

ergotineína, contento pouco ácido cítrico ou gel. Esta fração contém secreções 

dos epidídimos e das ampolas dos ductos deferentes. A terceira fração contém 

poucos espermatozoides ou ergotineína, mas grandes quantidades de gel e 

ácido cítrico. Este fluido é produzido nas vesículas seminais e tem por função 

remover os poucos espermatozoides que permaneceram na uretra no 

momento da ejaculação (AMANN; GRAHAM, 1993). 

A glicerilfosforilcolina, produzida nos epidídimos, tem importante papel 

no metabolismo dos lipídios (MANN, 1964) e na maturação dos 

espermatozoides (MAGESTRINI et al., 1995) podendo ser utilizada como 

marcador da função secretória dos epidídimos (KLUG, 1982). A ergotineína, 

produzida nas ampolas dos ductos deferentes, tem a função de proteger os 

espermatozoides contra agentes oxidantes e peroxidantes (MANN, 1975).  
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O plasma seminal exerce várias funções sobre o metabolismo 

espermático e o processo de fecundação em equinos, como ativação da 

motilidade espermática, ação antimicrobiana, neutralização dos metabólitos 

espermáticos, proteção contra a acrosina por meio de inibidores de proteases, 

dentre outros. Além disso, é mediador da capacitação espermática e da 

resposta inflamatória pós-coital no útero de éguas (TROEDSSON et al., 2005). 

No plasma seminal, fatores estimuladores da motilidade espermática 

podem ser divididos em dois grandes grupos: i) fatores de ativação catalítica, 

como íons, nucleotídeos e ativadores específicos, provavelmente de origem 

proteica, encontrados nas diferentes glândulas acessórias, principalmente na 

próstata; ii) nutrientes que fornecem a energia metabólica exigida para a 

motilidade e a sobrevivência dos espermatozoides (MANN; LUTWAK-MANN, 

1981). O plasma seminal possui ainda substâncias enzimáticas e não-

enzimáticas que atuam como defesa contra espécies reativas ao oxigênio 

(ROS). Além dessas enzimas, o plasma seminal apresenta outros 

componentes que atuam como antioxidantes, entre eles, a vitamina E, vitamina 

C, urato, albumina, taurina e hipotaurina (ALMEIDA; BALL, 2005).  

Apesar de sua reconhecida importância, todos os protocolos de 

criopreservação e resfriamento de sêmen de garanhões preconizam a retirada 

do plasma seminal, substituindo-o por diluentes, podendo reduzir a proteção 

natural conferida aos espermatozoides pelo plasma seminal. Amann e Pickett 

(1987) relataram que a sua remoção é necessária para a sobrevivência dos 

espermatozoides criopreservados. Watson (1995) relatou que a 

criopreservação induz a alterações na membrana plasmática, que fazem os 

espermatozoides se comportarem como se estivessem parcialmente 
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capacitados. Esta capacitação prematura pode ser resultado da perda de 

lipídios durante o congelamento e o descongelamento (WATSON, 1995), e/ou 

da perda de fatores decapacitantes presentes no plasma seminal e que são 

removidos após a centrifugação. Quando os espermatozoides (tanto 

capacitados como não capacitados) são expostos ao plasma seminal, eles 

ficam incapacitados de sofrer reação acrossômica precoce e completar a 

fertilização (MORTIMER et al., 1998).  

A remoção do plasma seminal é uma técnica utilizada rotineiramente na 

criopreservação de sêmen de equinos, sendo essencial e necessária para o 

sucesso do congelamento. Em carneiros e bovinos, sua remoção também 

mostrou melhorar significativamente os parâmetros do sêmen descongelado 

(ALBERTI et al., 2005). Alguns estudos em equinos indicaram que altas 

concentrações de plasma seminal podem ter efeitos deletérios sobre a 

motilidade espermática, após armazenamento por períodos prolongados 

(MAGESTRINI et al., 1995). Por outro lado, muitos estudos apontam que o 

plasma seminal contém grande número de proteínas e glicoproteínas que, 

participam de interações específicas, promovem a remodelação da superfície 

do espermatozoide ao longo do órgão genital masculino durante a maturação 

pós-testicular. Acredita-se que as mesmas estão envolvidas na manutenção do 

reservatório espermático no oviduto (EKHLASI-HUNDRIESER et al., 2005b), 

no controle da capacitação espermática (fatores decapacitantes e/ou 

estimulando a capacitação) (MANJUNATH; THERIEN, 2002) e em eventos de 

fertilização: na interação espermatozoide-zona pelúcida e na fusão dos 

espermatozoides com o oócito (TÖPFER-PETERSEN, 1999 a,b) porém, pouco 
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se sabe ainda quanto aos efeitos destes componentes sobre a função e a 

congelabilidade dos espermatozoides. 

 

2.1.1. Composição proteica do plasma seminal 

As proteínas e os peptídios são macromoléculas presentes também no 

plasma seminal. Dentre outras funções, as proteínas estão envolvidas no 

processo de remodelação da membrana espermática, que ocorre durante o 

trânsito epididimário e após a ejaculação (DACHEUX et al.,2003). As 

secreções de proteínas nos epidídimos são altamente regionalizadas, sendo a 

cabeça e o corpo as regiões mais ativas. Na espécie equina, cerca de 73% dos 

compostos proteicos são secretados nas cabeças dos epidídimos (GATTI et al., 

2004). As proteínas epididimárias adquiridas pela membrana espermática 

durante o trânsito epididimário são classificadas de acordo com o tipo de 

interação com as células espermáticas. Podem ocorrer ligações fracas, 

responsáveis pela quiescência dos espermatozoides, ou ligações fortes, 

importantes nos órgãos genitais da fêmea e na fertilização; ou modificações 

das proteínas da membrana plasmática, encobrindo ou expondo receptores; ou 

até mesmo a presença de proteínas livres no fluido epididimário, colaborando 

com a manutenção do meio (MARENGO, 2008). 

A concentração de proteínas do plasma seminal equino é relativamente 

baixa (10 mg/mL) quando comparada a outros mamíferos (20-60 mg/mL). As 

proteínas do plasma seminal equino (horse seminal plasma proteins, HSP), 

descritas como HSP-1 a HSP-8, apresentam de 14 a 30 kDa e são as 

principais proteínas até então isoladas e identificadas no plasma seminal de 

garanhões. Com exceção da HSP-4, todas apresentam propriedades de 
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ligação aos espermatozoides durante a ejaculação e podem ser isoladas nos 

espermatozoides do ejaculado (TÖPFER-PETERSEN et al., 2005). Nos anos 

seguintes, essas proteínas foram subdivididas em três grupos: as proteínas 

secretórias ricas em cisteína (CRISPs), proteínas transportadoras de dois ou 

quatro módulos de fibronectina tipo II (Fn-2) e proteínas da família das 

Espermadesinas (KARESKOSKI; KATILA, 2008) (Tabela 1). 

 

2.1.1.1. Proteínas ricas em cisteína (CRISPs) (Proteínas secretórias ricas 

em cisteína) 

Os membros da família de proteínas ricas em cisteína (CRISP1, 

CRISP2, CRISP3) apresentam 16 resíduos de cisteína ligados por ligações 

dissulfeto, subdividindo a molécula em três domínios (TÖPFER-PETERSEN et 

al., 2005). As três proteínas CRISPs foram identificadas nos órgãos genitais de 

equinos, humanos e roedores, sendo sua expressão gênica controlada por 

fatores androgênicos (JALKANEN et al., 2005). A ocorrência desse grupo 

proteico, porém, não se restringe apenas aos órgãos genitais masculinos, 

podendo este ser encontrado em glandulas salivares, neutrófilos, linfócitos B, 

timo, cólon e pâncreas (SCHAMBONY et al., 1998b; TÖPFER-PETERSEN et 

al., 2005). 

Em roedores, CRISP2 (também conhecida como TPX1) e CRISP1 

(AEG1, acidic epididymal glycoprotein 1) são expressas nos testículos e 

epidídimos, respectivamente, enquanto CRISP3 (AEG2, acidic epididymal 

glycoprotein 2) foi primeiramente identificada nas glândulas salivares dos 

roedores. Um membro adicional da família das proteínas ricas em cisteínas foi 
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descrita como CRISP4 encontradas nos ductos epididimários em camundongos 

(JALKANEN et al., 2005). 

A participação das CRISPs no processo de fertilização foi amplamente 

estudada nos roedores. A CRISP1, inicialmente descrita como proteína-DE 

encontrada nos epidídimos de roedores (CAMEO; BLAQUIER, 1976), 

apresenta 227 resíduos andrógeno-dependentes, encontra-se fortemente 

aderida à superfície espermática durante o trânsito epididimário e migra para o 

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

diretamente da fusão dos espermatozoides-oócito por meio da interação dos 

sítios de ligação da proteína a sítios de interação complementares na superfície 

do oócito (ELLERMAN et al., 2002), entretanto, não participa nos eventos da 

ativação do oócito (BUSSO et al., 2003). Estudos avaliando a estrutura 

funcional desta proteína demonstram que o seu funcionamento está associado 

à integridade das ligações dissulfeto (ELLERMAN et al., 2002). 

As proteínas CRISPs nos espermatozoides de equinos localizam-se na 

cabeça, em sua região equatorial e pós-acrossomal, bem como na peça 

intermediária. Sua associação com a superfície espermática tem início na 

região do corpo dos epidídimos (SCHAMBONY et al., 1998b) e permanecem 

localizadas nas mesmas regiões espermáticas após a capacitação in vitro e a 

reação acrossômica (TÖPFER-PETERSEN et al., 2005). As proteínas CRISPs 

(especialmente a CRISP3) podem ser removidas da célula espermática por 

lavagem com altas concentrações de sal, entretanto, algumas moléculas da 

CRISP permanecem fortemente ligadas à superfície espermática 

(SCHAMBONY et al., 1998b). A quantificação das CRISPs por Elisa 

competitivo demonstrou que valores acima de 18.000 moléculas/ célula 
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espermática apresentram correlação com alta taxa de fertilidade (REINEKE et 

al., 1999). 

A CRISP3 (HSP-3, horse seminal protein 3) é a principal proteína do 

plasma seminal equino (SCHAMBONY et al., 1998a). Sua ocorrência não se 

restringe apenas aos órgãos genitais masculinos e seu gene é 

predominantemente expresso nas ampolas dos ductos deferentes (e nas 

glândulas salivares), contribuindo assim, para a alta concentração desta 

proteína (1mg/mL) no plasma seminal desta espécie. Quantidades superiores 

de CRISP3 foram positivamente relacionadas com a taxa de concepção no 

primeiro ciclo por Novak et al. (2010) e poderia ser considerado um bom 

marcador de fertilidade em equinos. Trein (2011) sugere importante papel da 

CRISP3 e HSP2 no processo de criopreservação como possíveis marcadores 

de congelabilidade. Esta proteína apresenta a particularidade de liberação da 

membrana plasmática (ao menos parcialmente) por meio de lavado das células 

espermáticas, e por isto foi proposto que poderia possuir alguma função nos 

órgãos genitais da fêmea (TÖPFER-PETERSEN et al., 2005). Para Doty et al. 

(2011) esta proteína participa do mecanismo de limpeza uterina. Segundo 

Magdaleno et al. (1997), a CRISP3 é constituída de um polipeptídio não 

glicosilado de 24.987 Da com valor de ponto isoelétrico (pI) teórico de 8-9. A 

concentração de CRISP3 em diferentes garanhões pode atingir de 0,3 a 1,3 

mg/mL de plasma seminal. A presença desta proteína na região pós-

acrossomal e na porção média da cabeça dos espermatozoides ejaculados 

sugere papel importante na fisiologia espermática. 

O gene da CRISP1 equina (AEG1) é expresso ao longo de todo o 

epidídimo (GIESE et al., 2002a), enquanto que a CRISP2 (TPX1), proteína 
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específica do testículo, apresenta-se expressa não só no testículo de equinos 

como também nos epidídimos e nas glandulas seminais de garanhões (GIESE 

et al., 2002b). Segundo Maeda et al. (1999), a CRISP2 (TPX1) está envolvida 

no desenvolvimento das espermátides, sendo esta proteína uma das 

responsáveis pela aderência destas células as células de Sertoli, que são 

células somáticas de grandes dimensões do interior dos testículos, 

relacionadas com diversas células germinativas no túbulo seminífero. 

O padrão de expressão do gene da CRISP foi acompanhado pelo estudo 

da abundância proteica, quando estas proteínas foram detectadas com 

diferentes massas moleculares (em torno de 25 kDa) nos órgãos genitais dos 

equinos (TÖPFER-PETERSEN et al., 2005). Foi sugerido que as proteínas 

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

(fusão espermatozoides–oócito), e CRISP-3, além de participar dos estágios 

finais da fusão dos espermatozoides-oócito (identificada na região pós 

acrossomal e equatorial), pode ter participação na proteção das células 

espermáticas (SCHAMBONY et al.,1998).  

 

2.1.1.2. Proteínas que contêm o domínio fibronectina tipo II (fn-II) 

(proteínas transportadoras de dois ou quatro módulos de fibronectina 

tipo II (fn-II)). 

Proteínas da família que contêm o domínio fibronectina tipo II (Fn-II) são 

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

são denominados domínios ‘BB’. Essas proteínas são expressas em diferentes 

regiões dos órgãos genitais masculinos, sendo expressas no corpo e cauda 

dos epidídimos (EQ-12) e nas ampolas dos ductos deferentes (SP-1/SP-2) 
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(EKHALASI- HUNDRIESER et al., 2005a) e identificadas em várias espécies 

de animais, sendo mais abundantes em bovinos (BSP; MANJUNATH; SAIRAM, 

1987), caprino (VILLEMURE et al., 2003), ovino (RSP; BERGERON et al., 

2005) e em equino (HSP-1, HSP-2; CALVETE et al., 1995a,b; MENARD et al., 

2003). Também foi descrita no plasma seminal do suíno, onde se encontra em 

menor concentração – pB1 (CALVETE et al., 1997a). Mais recentemente, foi 

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

módulos, originárias dos epidídimos e que podem estar relacionadas com a 

maturação espermática. No equino, esta proteína foi denominada EQ-12 

(SAALMAN et al., 2001). Há uma década, HSP-1 e HSP-2 foram denominadas 

SP-1 e SP-2 (EKHLASI- HUNDRIESER et al., 2005a). 

A caracterização estrutural da HSP-1 equina mostrou que ela é uma 

proteína que contém o domínio fibronectina tipo II e pertence ao tipo ‘AABB’ 

caracterizado por dois módulos (BB) e por dois pequenos domínios “AA”. HSP-

2 corresponde ao tipo ‘ABB’, somente com um domínio “A”. HSP-1 e HSP-2 

são sintetizadas nas ampolas dos ductos deferentes (EKHALASI- 

HUNDRIESER et al., 2005a). Tanto a EQ-12 como a SP-1 e a SP-2 são 

associadas à superfície espermática durante o trânsito epididimário e na 

ejaculação, e ambas estão presentes nos espermatozoides do ejaculado. A 

abundância de SP-1 foi negativamente relacionada à fertilidade em equinos por 

Novak et al. (2010) e Jobim et al. 2011 e Garcia (2014) associaram a presença 

de HSP1 em animais de baixa congelabilidade.  

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

equino, correspondendo a 70–80% do total de proteínas e são as ortólogas 

equinas das principais proteínas com propriedade de ligação à heparina do 
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plasma seminal bovino (BSP), que estão envolvidas na capacitação 

espermática (TÖPFER-PETERSEN et al., 2005). 

Na ejaculação as proteínas que contêm o domínio fibronectina tipo II se 

unem aos espermatozoides mediante interações específicas com os resíduos 

de colina dos fosfolipídios da membrana plasmática dos espermatozoides 

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

fosfolipídios (THÉRIEN et al., 1999). Além da ligação aos espermatozoides, 

estas proteínas unem-se também a glicosaminoglicanos dos órgãos genitais 

femininos (MANJUNATH et al., 1993a). Estas proteínas apresentam a 

capacidade de ligação à heparina, que é um polissacarídeo que se liga aos 

espermatozoides bovinos pelas proteínas e é capaz de induzir a capacitação 

(MILLER et al., 1990). Tal efeito é obtido pela modulação na atividade da 

proteína à qual ela se liga. Glicosaminoglicanos semelhantes à heparina são 

secretados, particularmente na fase folicular, pelos órgãos reprodutivos da 

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

proteínas de ligação à heparina são produzidas pelas glândulas acessórias 

(NASS et al., 1990) e cobrem a superfície dos espermatozoides do ejaculado 

(MILLER et al., 1990).  

As proteínas de ligação à heparina de bovinos são amplamente 

estudadas. 

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

verificaram que a BSP A1/A2 e a BSP 30 kDa exibiram alta atividade quando 

ligadas à calmodulina, o que pode influenciar positivamente no transporte 

intracelular do Ca2+ e na reação acrossomal. Desta forma, as proteínas BSP 
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estariam envolvidas com a capacitação espermática e com a reação 

acrossomal e, consequentemente, com os fenômenos de fertilização. 

As proteínas BSP modulam a atividade da fosfolipase A2 e, com isso, 

regulam o metabolismo dos fosfolipídios da membrana espermática 

(MANJUNATH et al., 1994). Os sítios de ligação dos colina-fosfolipídios na 

membrana espermática são substratos para a fosfolipase A2 (PLA2), uma 

enzima-chave na capacitação (SOUBEYRAND et al., 1998). Posteriormente, foi 

comprovado que as BSPs promovem a capacitação espermática pela remoção 

do colesterol da membrana plasmática (THÉRIEN et al., 1999). Quando isso 

ocorre, a relação colesterol/fosfolipídio diminui, acontece o influxo de cálcio e o 

pH intracelular aumenta. Acredita-se que estes eventos sejam essenciais para 

que ocorra a reação acrossomal (THÉRIEN et al., 1999). Estas proteínas 

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

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

 

2.1.1.3. Proteínas da família das espermadesinas 

As espermadesinas são glicoproteínas de baixa massa molecular (12-16 

kDa), compostas por 110 a 133 resíduos de aminoácidos, constituídas 

estruturalmente por um único domínio “CUB” que é estabilizado por duas 

ligações dissulfeto conservadas, com resíduos de cisteína ao redor. Esse 

domínio atua como suporte estrutural, e ao qual se pode atribuir diferentes 

funcionalidades (ROMERO et al., 1997). Nos suínos foram identificados cinco 

genes estreitamente relacionados que codificam as espermadesinas (AQN-1, 

AQN-3, AWN, PSP-I e PSP-II) (CALVETE et al., 1995b), e apenas dois genes 

estão presentes para codificar as espermadesinas bovinas, aSFP (SPADH1) e 
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Z13 (SPADH2) (TEDESCHI et al., 2000). No ovino, uma espermadesina de 

15,5 kDa foi descrita (BERGERON et al., 2005), e no equino, a HSP-7 

(REINERT et al., 1996). Cópias inativas de genes desta família foram 

detectadas em seres humanos, chimpanzés e cães, enquanto que em roedores 

não foram identificadas regiões correspondentes (HAASE et al., 2005). Embora 

um membro da família espermadesina (AWN) tenha sido identificado no 

plasma seminal equino, o gene correspondente ainda é desconhecido na 

espécie (TÖPFER-PETERSEN et al., 2005). 

Na espécie suína, as espermadesinas correspondem ao principal 

componente proteico do plasma seminal, representando mais de 90% das 

proteínas. Produzidas pela glandulas seminais, são consideradas proteínas 

multifuncionais que exibem capacidade de ligação à heparina, a inibidores de 

proteinases, aos fosfolípidos e aos carboidratos (TÖPFER-PETERSEN et al., 

1998; 1999a,b). As principais espermadesinas suínas, PSP-I / PSP-II, 

diferentemente das outras proteínas, não apresentam propriedade de ligação 

aos espermatozoides e à heparina, porém exibem propriedades para modular a 

resposta imune (ASSREUY et al., 2002) no oviduto (EKHLASI-HUNDRIESER 

et al, 2005b). As espermadesinas AWN, AQN-1 e AQN-3 do suíno são 

proteínas de ligação à superfície espermática e parecem estar envolvidas nos 

eventos mediados por carboidratos que ocorrem na fertilização (EKHLASI-

HUNDRIESER et al., 2005a). Curiosamente, AWN é secretada nas caudas dos 

epidídimos e é igualmente expressa nas tubas uterinas (EKHLASI-

HUNDRIESER et al., 2002). Segundo Rodrigues-Martinez et al. (1998), a 

proteína AWN permanece aderida à membrana periacrossomal após o 
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transporte pelo órgão genital feminino; na capacitação espermática, e acredita-

se que a mesma possa estar envolvida no reconhecimento de gametas. 

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

sequência aminoacídica apresentou modificações de resíduos de aminoácidos 

em apenas três posições (EKHLASI-HUNDRIESER et al., 2002). Como é 

homóloga à AWN suína, é uma proteína de ligação a carboidratos. Mostrou 

propriedades de ligação à zona pelúcida equina, demonstrando seu papel na 

interação espermatozoides-zona pelúcida. Em contraste com a AWN suína, a 

HSP-7 foi primeiramente detectada na espermatogônia, depois na rete testis, 

nos epidídimos e nas glandulas seminais. Também foi isolada de alguns 

espermatozoides testiculares (HOSHIBA; SINOWATZ, 1998). Durante a 

passagem pelos epidídimos, acontece um aumento da HSP-7 associada aos 

espermatozoides, aparecendo como uma banda proeminente no segmento 

equatorial (REINERT et al., 1997). 

 

2.1.1.4. Outras proteínas presentes no plasma seminal 

Existem outras proteínas presentes no plasma seminal equino que 

contribuem para aumentar a variabilidade funcional de proteínas do plasma 

seminal. A HSP-4 é uma proteína que está relacionada ao produto semelhante 

ao gene da calcitonina, e concentrações aumentadas de calcitonina no plasma 

seminal foram relacionados à melhora na motilidade espermática (MUNGAN et 

al., 2001), à prevenção da capacitação prematura e à reação acrossômica 

espontânea pelo sistema adenilciclase/AMPc (FRASER et al., 2005). 

A HSP-5 apresenta propriedade de ligação à heparina, porém ainda não 

foi relacionada a nenhuma proteína conhecida. Sua funcionalidade e sequência 
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do N-terminal não foram identificadas em proteínas de outras espécies 

(TÖPPFER-PETERSEN et al., 2005). 

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

pertence à família das calicreínas (TÖPPFER-PETERSEN et al., 2005). Em 

garanhões, quantidades maiores de calicreína 1E2 (KLK2) foram relacionadas 

negativamente com a fertilidade (NOVAK et al, 2010). As sequências do N-

terminal de ambas isoformas mostraram alto grau de homologia com o 

antígeno prostático humano (PSA). O rompimento da arquitetura prostática 

normal seja pelo câncer, Hiperplasia Prostática Benigna (BPH, do inglês 

Benign Prostate Hiperplasia) ou dano ligado à glândula (inflamação ou trauma) 

pode desencadear um aumento nas concentrações séricas de PSA no homem. 

Desta forma, o PSA atua como  biomarcador mais utilizado para o 

rastreamento de câncer de próstata no mundo, tendo sua dosagem sérica total 

(tPSA) amplamente solicitada por urologistas para fins de diagnóstico desde 

sua descoberta na década de 80, devido a sua alta sensibilidade, fácil 

dosagem, disponibilidade e baixo custo (NA et al., 2013). 

Em 2014 no Brasil, mais de 4,8 milhões de testes foram autorizados pelo 

SUS, totalizando aproximadamente R$ 79 milhões em exames (DATASUS, 

2015). Embora seu constante uso, o PSA é um marcador órgão-específico e 

não câncer-específico, justificando, assim, o fato de não ser o método 

confirmatório no diagnóstico de câncer de próstata (NA et al., 2013). Mesmo 

que muitos estudos e debates de especialistas acerca das concentrações 

normais de PSA tenham sido realizados, ainda não existe consenso quanto ao 

limiar seguro que consiga distinguir homens com alto ou baixo risco de serem 

diagnosticados ou desenvolver câncer no futuro. Tampouco é possível medir a 
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gravidade desta neoplasia, embora concentrações muito elevadas de PSA 

tenham correlação com maior gravidade nos casos de câncer de próstata 

(THOMPSON JR et al. 2011). 

Tradicionalmente, a faixa de 4 a 10 ng/mL de PSA é considerada como 

risco e os pacientes são suspeitos para câncer de próstata. Por esta razão, o 

valor de 4 ng/mL é comumente aceito como cut-off por muitos urologistas 

(INGLE, et al, 2013; NA et al, 2013). 

Por ser uma serina protease ativa, componente do plasma seminal, sua 

função é liquefazer o coágulo seminal que se forma na ejaculação liberando os 

espermatozoides (JONSSON et al., 2005). O sistema enzimático das 

calicreína-cininas do plasma seminal são capazes de modular a motilidade dos 

espermatozoides, pelo cininogênio presente no plasma seminal que atua como 

substrato específico da enzima calicreína (FINK et al., 1989) produzindo as 

cininas, que são os principais efetores no estímulo da motilidade espermática 

após a ejaculação (SCHILL et al., 1989). Foram observadas correlações 

positivas entre a atividade da calicreína no plasma seminal e a motilidade dos 

espermatozoides no ejaculado (SOMLEV et al., 1996). Um grupo de proteínas 

que constituem componentes de importância secundária no plasma seminal 

equino foi descrito. Dentre essas proteínas, encontra-se a lactoferrina 

(INAGAKI et al., 2002), que pode ter origem nos testículos, como foi 

demostrado no cão (KIKUCHI et al., 2003). Há também a leptina e os factores 

de crescimento, que podem promover a longevidade dos espermatozoides 

(CHAMPION et al., 2002), e várias enzimas, tais como lipases(CARVER; BALL, 

2002), α 1,4-glucosidases (DIAS et al., 2004) e uma enzima conversora da 

angiotensina (BALL et al., 2003). 
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Tabela1. Proteínas do plasma seminal em diferentes espécies de animais 

Família ou 

Classe Proteica 

Espécie Proteina Referência 

CRISPs Humano CRISP1,CRISP2, 

CRISP3 

Udby et al. (2005) 

Koppers et al. (2011) 

Caballero et al. (2012) 

Equino CRISP1, 

CRISP2, CRISP3 

(HSP3) 

Schambony et al. (1998b) 

Töpfer-Petersen et al. (2005) 

Jobim et al. (2011) 

 

Rato CRISP1 Da Ros et al.(2004) 

Koppers et al. (2011) 

Proteínas com 

domínio 

fibronectina tipo 

II (Fn-II). 

Equino HSP-1, HSP-2, 

EQ-12 

Calvete et al. (1995a) 

Töpfer-Petersen et al. (2005) 

Saalman et al. (2001) 

Garcia et al. (2014) 

Bovino BSP-A1/A2, 

(PDC-109), 

BSP-30k Da 

Manjunath; Sairam (1987) 

Manjunath; Therien (2002) 

Canio et al. (2014) 

Ovino RSVP-14, 

RSVP-20, RSP-

15, RSP-22, 

RSP-24 

Barrios et al. (2005) 

Bergeron et al. (2005) 

Cavalcante et al. (2013) 

Caprino GSP-14, GSP-

15, GSP-20, 

Villemure et al. (2003) 

Druart et al. (2013) 
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GSP-22 kDa  

Suíno pB1 Calvete et al., 1997 González- 

Cadavid et al. (2014)  

 

Espermadesinas Equino HSP-7 Reinert et al. (1996) 

Trein, (2011) 

Bovino aSFP, Z13 Wempe et al.  (1992) 

Tedeschi et al. (2000) 

Bustamante-Filho et al. (2014) 

 

Ovino Espermadesina 

de 15,5 kDa 

Bergeron et al. (2005) 

Suíno AWN, AQN-1, 

AQN-3, 

PSPI/PSP-II 

Calvete et al. (1995c) 

Varela et al. (1997) 

Calvete and Sanz. (2007) 

Caballero et al. (2008) 

González-Cadavid et al. (2014) 

 

2.1.2. Composição bioquímica do plasma seminal 

Avaliando-se o efeito do plasma seminal sobre os espermatozoides, 

foram demonstrados que sob certas condições, determinados constituintes 

seminais promovem aumento da resistência celular ao choque térmico, pois 

estabilizam a membrana espermática (AURICH et al., 1996) e contribuem para 

a manutenção da sobrevivência espermática (MANN; LUTWAK-MANN, 1981). 

Porém, a grande diversidade de proteínas, lipídios e hormônios no plasma 
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seminal sugere que importantes funções fisiológicas deste fluido e a sua 

interação com as células espermáticas ainda são desconhecidas. Esta idéia 

pode ser aceita pelo fato de que alguns componentes, característicos do 

plasma seminal de algumas espécies (como a frutose e o zinco em altas 

concentrações) não estão presentes em outros fluidos corporais (ARIENTI et 

al., 1999).  

As quantidades de eletrólitos e oligoelementos presentes no plasma 

seminal de garanhões variam individualmente entre animais de mesma raça, 

animais de raças diferentes e ainda nas diferentes frações do ejaculado. Sódio, 

potássio, cálcio e magnésio são considerados os principais cátions e o cloreto 

os principais íons (WITE, 1988). A função espermática é altamente dependente 

do ambiente iônico. Alguns dos constituintes seminais têm origem em órgãos 

específicos, e a mensuração de suas concentrações é importante para avaliar 

a capacidade secretora de várias glândulas sexuais acessórias, capacidade 

esta, dependente da produção de andrógenos pelos testículos (MANN, 1974). 

Alterações nas concentrações de componentes do plasma seminal podem 

gerar alterações metabólicas, compromentimento da motilidade total 

(SKANDHAN, 1981) e infertilidade (CAMPOS et al., 2000). Em humanos, a 

infertilidade tem sido associada a concentrações anormais de Ca, Mg e Zn no 

plasma seminal (BARRIER-BATTUT et al., 2002). Em garanhões, as 

concentrações de Ca, Mg e fosfato inorgânico são maiores nas frações do 

ejaculado produzido nos epidídimos e nas ampolas dos ductos deferentes 

(KARESKOSKI et al., 2005). 

O fósforo é importante no metabolismo celular, em especial pela sua 

participação direta nos mecanismos bioquímicos ligados ao metabolismo 
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energético. Além disso, este íon está ligado à ativação e à inativação de 

enzimas, via quinases e fosfatases, importante tanto no metabolismo quanto na 

sinalização celular. No organismo animal, o fósforo é largamente encontrado na 

forma inorgânica como ortofosfato ou pirofosfato. Na sua forma orgânica, 

constitui importante componente de fosfoproteínas, fosfolipídios e ácidos 

nucléicos, bem como de uma variedade de intermediários metabólicos (SMITH 

et al., 1985). No sêmen, este íon apresenta maiores concentrações no plasma 

seminal do que dentro dos espermatozoides (ABDEL-RAHMAN et al., 2000). 

Entretanto, estas concentrações podem variar entre as espécies. Dhami e 

Shani (1993) verificaram que as concentrações de fosfato inorgânico, fosfato 

ácido e ésteres de fosfato no plasma seminal de bovinos são significativamente 

mais baixos do que as observadas em bubalinos. 

O cálcio é um elemento essencial, importante regulador da fisiologia 

espermática, que se apresenta em concentrações maiores no plasma seminal 

do que no sangue, com origem especialmente prostática, epididimária e, em 

menor parte, das glândulas seminais. Este cátion está envolvido em várias 

etapas da maturação espermática, na motilidade e nos processos de 

capacitação e reação do acrossoma (SOUZA, 1999). O cálcio é o 

desencadeador da reação do acrossoma em espermatozoides de mamíferos. 

Diversas evidências mostram que ele está envolvido de forma diferenciada na 

motilidade, dependendo do estádio de maturação espermática (WONG et al., 

2001). Sugere-se que, num primeiro momento, o cálcio promova alteração na 

curvatura flagelar, levando à hiperativação da motilidade e, em um segundo 

momento, seja antagonista do AMPc, diminuindo gradualmente a motilidade 

(LINDEMANN; KANOUS, 1989). 



22 
 

Apesar de haver diversos estudos sobre as funções do cálcio, pesquisas 

acerca da relação entre o cálcio e os parâmetros seminais são controversas. 

Apesar de Abdel-Rahman et al. (2000) terem observado que altas 

concentrações de cálcio seminal promoveram redução na atividade dos 

espermatozoides, Wong et al. (2001) não constataram nenhuma associação 

benéfica ou adversa entre o cálcio e a motilidade espermática. Em relação ao 

efeito do cálcio na capacitação espermática, ViscontI e Kopf (1998) sugeriram 

que esse cátion bivalente desempenha importante papel neste processo, 

devido à sua ação como efetor enzimático, envolvido na transdução de sinal na 

célula espermática via adenilciclase e fosfodiesterase. 

As concentrações de Ca total e ionizada são positivamente 

correlacionadas com o volume do ejaculado, atribuindo às glândulas sexuais 

acessórias a função de principais produtoras de Ca no plasma seminal, sendo 

que aproximadamente 60 a 75% do Ca total do plasma seminal do garanhão é 

ionizado, o que não é observado em humanos (PESCH et al., 2006) 

O magnésio é um importante cátion observado em quase todos os 

sistemas enzimáticos, promove modificações em substratos enzimáticos 

específicos e desempenha papel fundamental como cofator em mais de 300 

reações enzimáticas envolvendo o metabolismo energético (ATP) e a síntese 

de ácidos nucléicos. Acredita-se que ele possa ter um papel na 

espermatogênese, particularmente na motilidade espermática, pela indução da 

atividade da adenilciclase (LAPOINTE et al., 1996). Apesar de o magnésio ser 

encontrado em altas concentrações no sêmen, o seu papel na qualidade 

espermática ainda não foi completamente elucidado. Importantes alterações na 

concentração de magnésio parecem estar relacionadas com a função anormal 
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dos espermatozoides e a sua capacidade fertilizante, entretanto, não foram 

observadas diferenças significativas nas concentrações destes cátions no 

sêmen de homens normospérmicos, oligospérmicos ou azoospérmicos 

(ADJUWON et al., 1996).  Sabe-se ainda, que o magnésio é considerado um 

marcador da secreção das glandulas seminais e que ele age como antagonista 

intracelular do cálcio (WONG et al., 2001). 

Diferente do de outras espécies, o sêmen equino possui maior 

concentração de glicose que 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). A concentração de glicose no sêmen de 

garanhões pode ser o dobro da frutose, sendo a glicose a principal responsável 

pelo fornecimento de substrato para sobrevivência da célula espermática 

(BARONOS, 1971). 

Apesar de haver uma série de diluidores comerciais que contenham 

substrato para a sobrevivência dos espermatozoides, Engle et al. (1975) 

demonstraram que o sêmen de garanhões com maior concentração de glicose 

endógena apresentava maior durabilidade quando submetido a ambientes 

anaeróbicos, semelhante ao ambiente uterino. A movimentação dos 

espermatozoides necessita de energia. Como as células espermáticas 

possuem as enzimas necessárias para executar as reações bioquímicas da 

glicólise, sua concentração no sêmen torna-se limitante para a durabilidade dos 

gametas masculinos (GARNER; HAFEZ, 1995). 

Em muitas espécies, o colesterol é o principal esteróide encontrado no 

sêmen. Originado principalmente nos epidídimos, apresenta-se em maiores 

concentrações no plasma seminal do que nos espermatozoides (CROSS, 
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1998). Várias pesquisas vêm sendo realizadas para elucidar de que forma este 

esteróide está envolvido com a função espermática, mas poucas hipóteses 

foram testadas experimentalmente. CROSS (1998) sugere que a perda de 

colesterol afeta diretamente a bicamada lipídica da membrana espermática, 

estando assim envolvido com a integridade da membrana dos espermatozoides 

e na inibição da capacitação espermática. Além disso, o mesmo autor sugere 

que elevadas concentrações de colesterol espermático podem contribuir para a 

infertilidade em humanos. 

As concentrações de cloretos, sódio e potássio foram diretamente 

relacionadas com a manutenção da excitabilidade dos espermatozoides, pH 

seminal ótimo e pressão osmótica dentro e fora da célula espermática (DHAMI; 

SAHNI, 1993). O sódio e o potássio são considerados os principais eletrólitos 

que influenciam a viabilidade espermática e são encontrados em altas 

concentrações nos epidídimos (MANN; LUTWAK-MANN, 1981). A estimativa 

destes constituintes pode ser usada para predizer a qualidade seminal, a 

congelabilidade e a fertilidade de touros, ajudando a selecionar reprodutores 

como doadores de sêmen para uso em programas de inseminação artificial 

(DHAMI; KODAGALI, 1987). 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 fração contendo o líquido pré-espermático apresenta as maiores 

concentrações de Cl e Na (KARESKOSKI et al., 2005), o que pode afetar a 

sobrevivência de espermatozoides durante o armazenamento (KARESKOSKI 

et al., 2006), por isso deve ser evitado em inseminações, pois o mesmo não é 
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benéfico para motilidade, além de não contribuir para a concentração 

espermática (KATILA et al., 2005). 

Barrier-Battut et al. (2002) avaliaram a composição iônica do plasma 

seminal em 47 ejaculados provenientes de 17 garanhões de fertilidade 

comprovada e obtiveram concentrações médias de Ca, Mg e Zn de 57,5±42; 

36,3±19 e 1,73 ± 0,70 μg/mL, respectivamente. Destes animais, quatro foram 

classificados como “produtores de sêmen facilmente congeláveis”, outros 

quatro como “produtores de sêmen não-congeláveis” e sete como “produtores 

de sêmen 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 de nenhum 

dos minerais estudados. 

 

2.2. Efeito Sazonal Sobre Aspectos Seminais 

O congelamento de sêmen de garanhões é uma prática frequentemente 

realizada fora da estação reprodutiva na intenção de poupar os animais em 

atividade durante a estação de monta. Além disso, alguns pesquisadores 

apontaram melhoria na qualidade seminal durante o inverno, tais como maior 

motilidade espermática (BLOTTNER et al., 2001) e maior porcentagem de 

espermatozoides morfologicamente normais (BLOTTNER et al., 2001; JANETT 

et al., 2003a). Essas observações reforçam a possibilidade de se realizar a 

criopreservação nessa época do ano, uma vez que um dos pré-requisitos para 

o sucesso na criopreservação do sêmen de garanhões é a qualidade inicial do 

mesmo (DOWSETT; KNOTT, 1996; SIEME et al., 2004). 
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 O volume ejaculado tende a aumentar durante a estação de monta 

(JANETT et al., 2003a, b; ROBALO SILVA  et al., 2007; FREITAS, 2010) em 

função do maior estímulo sexual dos garanhões a partir do contato frequente 

com éguas em estro (SILVA, 2007), por aumentar a secreção da fração 

gelatinosa por parte das glândulas sexuais acessórias. Porém, essa 

característica é pouco importante por não afetar a fertilidade do ejaculado 

(PICKETT et al., 1974; AMANN, 1993b). Já a concentração espermática pode 

apresentar-se constante ao longo das estações do ano, em função do aumento 

concomitante no número total de espermatozoides obtidos por ejaculado 

durante a estação reprodutiva (ROBALO SILVA et al., 2007; CAZALES et al., 

2008; WRENCH et al., 2010), embora Janett et al. (2003a), Silva (2007) Freitas 

(2010) tenham relatado redução da concentração espermática no verão, 

quando comparado ao inverno. 

Outro fator importante que afeta diretamente a viabilidade espermática é 

a integridade de membrana. Robalo Silva et al. (2007) e Neves (2014) não 

observaram diferenças na porcentagem de espermatozoides com membrana 

íntegra pelo teste eosina-nigrosina entre as estações do ano. Porém, Freitas 

(2010) e Gamboa et al. (2010) relataram diferenças sazonais quanto à 

morfologia da cabeça, cauda e integridade de membrana acrossomal por meio 

de microscopia de fluorescência, sugerindo adequação do uso do garanhão de 

acordo com as variações sazonais.  

Da mesma maneira, modificações na composição bioquímica do plasma 

seminal podem ocorrer ao longo das estações climáticas, de acordo com 

Kosiniak; Bittmar (1981) em função de alterações na atividade das glândulas 

sexuais acessórias. Em estudo realizado por esses autores, a frutose 



27 
 

apresentou-se duas vezes mais concentrada no plasma seminal de garanhões 

após a estação de monta quando comparado ao período fora da estação 

reprodutiva. Da mesma forma, já foi caracterizado em outras espécies a 

influência sazonal e climática sobre a constituição do plasma seminal. Aguiar et 

al. (2013) relataram redução nas concentrações de frutose, ácido cítrico, 

fósforo, magnésio e proteínas totais do plasma seminal de caprinos durante a 

estação seca no nordeste brasileiro.  Singh et al. (1969) observaram maiores 

concentrações de sódio no plasma seminal de búfalos e touros em períodos de 

frio e maiores concentrações de compostos nitrogenados durante inverno e 

primavera no plasma seminal de ambas as espécies. Já Gebauer et al. (1976) 

relataram a ocorrência de diferenças sazonais nas concentrações de proteínas 

totais, carboidratos totais e ácido lático do plasma seminal de garanhões. Em 

relação à concentração de proteínas totais foram descritas influências sazonais 

em carneiros (PEREZ-PÉ et al., 2001; CARDOZO et al., 2006), caprinos 

(TRUDEAU; SANFORD, 1986; STRZEZEK, 2002) e garanhões (JANETT et al., 

2003b). A concentração total de proteínas do plasma seminal se apresentou 

duas vezes maior após a estação de monta do que antes do início da mesma 

(KOSINIAK; BITTMAR, 1981), embora Freitas (2010) não verificou diferença 

entre as concentrações médias de proteínas totais solúveis no plasma seminal 

de garanhões ao longo das quatro estações climáticas.   
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2.3. Princípios da Criopreservação: 

A congelabilidade do sêmen de equinos varia individualmente e entre 

ejaculados, sendo um dos fatores mais importantes na determinação da taxa 

de prenhez de éguas, quando o sêmen congelado é utilizado (SAMPER; 

MORRIS, 1998). 

A criopreservação é um procedimento reconhecidamente deletério para 

as células espermáticas por reduzir sua sobrevivência e, por consequência, 

seu potencial fertilizante (YESTE et al., 2014). Essa redução na fertilidade 

ocorre em função do impacto do processo de congelamento/descongelamento 

sobre a integridade da membrana plasmática e de outros parâmetros 

funcionais (WATSON, 2000). Danos moleculares resultantes do congelamento 

de sêmen têm sido estudados extensivamente (PEÑA et al., 2011). Embora 

animais considerados “maus congeladores” apresentem motilidade e 

integridade de membrana prejudicadas, existem outros fatores relevantes que 

afetam a viabilidade espermática no processo de congelamento, tais como 

produção de espécies reativas ao oxigênio (ROS), redução da atividade 

mitocondrial (ORTEGA et al., 2008), baixa estabilidade da cromatina 

(BAUMBER et al., 2003a,b),  permeabilidade de membrana, desorganização da 

bicamada lipídica e concentrações intracelulares de cálcio demonstram 

diferenças pré- e pós-descongelamento (WATSON, 2000; COOTER et al., 

2005; CHAVERIO et al., 2006; WONGTAWAN et al., 2006; YESTE et al., 

2014). 

Para a realização do processo de criopreservação é imposto aos 

espermatozoides o primeiro estresse térmico, decorrente da queda da 

temperatura ambiente (20 °C) para a temperatura de 5 °C. Nesta faixa de 
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temperatura, a membrana plasmática passa por uma fase de transição do 

estado líquido cristalino para o de gel, podendo ocorrer perda de movimentos 

progressivos, alterações nas membranas plasmática e acrossomal, sendo o 

primeiro desafio para estas células (GRAHAM, 1996). Para que este efeito seja 

minimizado, é necessário controlar a taxa de resfriamento entre as 

temperaturas de 19 ºC e 8 ºC, pela adição de lipídeos e lipoproteínas ao 

diluente (GRAHAM, 1996), além do uso de curvas de resfriamento lentas (-0,05 

°C/min). Deste modo, reduzem-se as alterações na motilidade espermática, no 

metabolismo, na membrana plasmática e no acrossoma dos espermatozoides 

(SQUIRES et al., 1999). 

Quando a temperatura do meio atinge entre –5 a –10 °C começam a se 

formar cristais de gelo no meio extracelular que permanece resfriado (não 

cristalizado), ocorre troca de água para manter o equilíbrio entre o meio extra- 

e intracelular, ocasionando a desidratação das células (HOLT, 2000). Porém, 

protegido pela membrana plasmática, o meio intracelular não se congela 

(MAZUR, 1984). Segundo o mesmo autor, o ponto de congelamento de uma 

solução é determinado pela concentração de solutos que ela apresenta, de 

modo que a água do interior da célula flui por osmose para o meio externo e 

também se congela. Os outros elementos do meio extracelular (sais, proteínas, 

gorduras) permanecem na porção não congelada (AMANN; GRAHAM, 1993; 

HOLT, 2000). Com a temperatura diminuindo, mais moléculas de água se 

cristalizam, resultando em uma concentração maior de solutos na fração não 

congelada, que formarão os canais não congelados. O volume dos canais não 

congelados é importante, pois somente as células que estiverem contidas neles 

irão sobreviver à criopreservação (AMMAN; PICKETT, 1987). 
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Embora os cristais de gelo deformem a célula, eles não são capazes de 

romper a membrana plasmática e as modificações causadas são reversíveis 

(AMANN; PICKET, 1987; JASKO, 1994). A perda de água e a desidratação são 

eventos desejáveis, pois reduzem a probabilidade de se formarem grandes 

cristais de gelo dentro da célula, o que causariam danos às estruturas internas 

e/ou da membrana plasmática (SQUIRES et al., 1999). 

O sucesso da criopreservação depende da interação de fatores como o 

crioprotetor utilizado, tipo de diluidor, curva de resfriamento e descongelamento 

e tipo de envase (COOTER et al., 2005; ANDRABI, 2007; CLULOW et al., 

2008). Para que o congelamento seja considerado satisfatório, o 

espermatozoide deve manter sua capacidade fertilizante após o 

descongelamento e, para tanto, deve ser capaz de manter a habilidade de 

produzir energia via metabolismo, manter a configuração normal, integridade 

da membrana plasmática, motilidade, bem como a integridade acrossomal. O 

maior risco para a manutenção desses atributos é a formação de cristais de 

gelo e o movimento de água resultante do gradiente osmótico gerado durante o 

processo de criopreservação (LEMMA, 2011). 

A criopresenrvação de sêmem de garanhões já se mostrou como 

poderosa ferramenta nos processos de seleção de progênies e visando à 

produtividade em maior escala de animais de alto valor zootécnico. Entretanto, 

estudos são necessários para melhor entender as respostas individuais dos 

animais aos diversos fatores que influenciam na congelabilidade do sêmen. Os 

garanhões são reprodutores com padrão de congelabilidade do sêmen 

diferente daqueles apresentados por bovinos, bubalinos, caprinos e ovinos, que 
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são os mais estudados. Faz-se assim necessário maior empenho para 

entender os eventos envolvidos na criopreservação com estudos moleculares. 
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3. CAPÍTULO 1 

 

BIOQUÍMICA DO PLASMA SEMINAL DE GARANHÕES DA RAÇA 
MANGALARGA MARCHADOR E SUA RELAÇÃO COM A 

CRIOPRESERVAÇÃO 
 

RESUMO: O presente estudo avaliou os constituintes bioquímicos do 

plasma seminal de garanhões da raça Mangalarga Marchador e sua correlação 

com a criopreservação do sêmen. Foram utilizados seis garanhões hígidos da 

raça Mangalarga Marchador, com idades entre quatro e 15 anos e peso entre 

400 e 500 kg. As colheitas foram realizadas no período de junho a agosto de 

2013, totalizando 77 amostras. Após a colheita seminal, foram retirados 3 mL 

de sêmen total para análise bioquímica de cálcio, colesterol, glicose, magnésio, 

fósforo, proteína total, potássio e sódio. As amostras seminais foram diluídas 

na proporção 1:1 (sêmen/ diluente) e congeladas para realização dos testes: de 

motilidade espermática total, vigor espermático, hiposmótico e supravital.  Após 

o descongelamento os ejaculados de cada animal foram separados em grupos 

de alta (>40 %) e baixa congelabilidade (<40 %). Não foram observadas 

diferenças nos parâmetros bioquímicos e seminais entre os animais (P>0,05), 

porém foram observadas diferenças na concentração de colesterol e glicose 

nos animais 1 e 3 (P<0,05) sendo de maior concentração no grupo de animais 

de baixa congelabilidade e correlação negativa do potássio com a motilidade 

espermática pós-descongelamento. Os constituintes bioquímicos do plasma 

seminal não influenciam a célula espermática com relação à congelabilidade e 

não são eficazes como marcadores de congelabilidade do sêmen na espécie 

equina. 

 

Palavras-chave: Composição bioquímica do sêmen, congelamento, equino, 

marcadores de congelabilidade.  
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ABSTRACT 

This study aimed evaluating the biochemical constituents of seminal plasma 

and its correlation with the Mangalarga Marchador stallions cryopreservation 

semen. Six healthy ageing four to 15 years old Mangalarga Marchador stallions 

and weighing between 400 and 500 kg were used. The samples were collected 

from June to August 2013, totalizing 77 samples. After semen collection, 3 mL 

from total semen were removed in order to analyze calcium, cholesterol, 

glucose, magnesium, phosphorus, total protein, sodium and potassium 

biochemical tests. The semen samples were diluted on a 1:1 (semen/diluent) 

and frozen for obtaining total sperm motility, sperm vigor, hyposmotic and 

supravital tests. After thawing, ejaculate from each animal were divided into 

high (> 40%) and poor (<40%) freezability groups. No differences in 

biochemical and seminal parameters among animals (P>0.05) were observed, 

but differences for glucose and cholesterol concentrations on animals 1 and 3 

(P<0.05) were observed; being the highest concentration on the animals from 

low freezability group and negative correlation between potassium and sperm 

motility after freezing was reported. The biochemical seminal plasma 

constituents did not affect sperm cell in respect to freezability, as well as, were 

not effective on equine species as semen freezability markers. 

 

Key words: Chemical composition of semen freezing, equine, freezability 

markers. 
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INTRODUÇÃO 

Avaliando o efeito do plasma seminal sobre os espermatozoides, foi 

demonstrado que, sob certas condições, determinados constituintes seminais 

promovem aumento da resistência celular ao choque térmico, estabilizam a 

membrana espermática (AURICH et al., 1996) e contribuem para a 

manutenção da sobrevivência espermática (MANN; LUTWAK-MANN, 1981). 

Pesquisas demonstraram existir variações individuais quanto à resistência ao 

congelamento e ao descongelamento (BARROS et al., 2013; COSTA et al., 

2014). 

Muito tem sido estudado sobre a composição do plasma seminal 

(BARRIER-BATTUT et al., 2013; NETO et al., 2013; SABATINI et al., 2014; 

MORRELL et al. 2014; NEUHAUSER et al., 2015;) e como este pode 

influenciar a função espermática e a estabilidade da membrana, visto que a 

qualidade espermática, em termos de motilidade espermática e 

reconhecimento do oócito serão em grande parte dependente das 

diferenciações pós-testiculares na estruturação e viabilidade espermática que 

ocorrem durante o transito epidídimario (GATTI et al., 2004). Porém, a função 

fisiológica de muitas proteínas, lipídios e hormônios que compõem o plasma 

seminal e sua interação sobre a célula espermática ainda não está totalmente 

elucidada.  

A função espermática é altamente dependente do ambiente iônico. A 

composição iônica do plasma seminal varia entre as frações do ejaculado, e 

também entre animais da mesma espécie, onde se cita o sódio, potássio, cálcio 

e magnésio considerados os principais cátions e o íon cloreto. No qual o sódio 
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e o potássio se encontram em maior concentração e o cálcio e magnésio em 

menor quantidade (WITE, 1988). 

O isolamento e a caracterização dos componentes do plasma seminal 

possibilitam a avaliação de sua influência sobre as células espermáticas. O 

presente estudo teve por objetivo avaliar os constituintes bioquímicos do 

plasma seminal de garanhões da raça Mangalarga Marchador e sua relação 

com a criopreservação do sêmen. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 
Delineamento Experimental 

Foram utilizados seis garanhões da raça Mangalarga Marchador dos 

quais foram colhidos no mínimo sete ejaculados por animal. A cada ejaculado 

foram retirados tréplicas de 3 mL de plasma seminal para análise dos 

constituintes bioquímicos do plasma seminal (cálcio; colesterol; glicose; 

magnésio; fósforo; proteina total; potássio e sódio), em seguida foram realizadas 

as análises de motilidade total, vigor espermático, avaliação da funcionalidade 

da membrana plasmática (HOST) e teste supravital. As amostras foram 

congeladas e descongeladas para a realização dos mesmos testes pós- 

descongelamento. Com intuito de avaliar as diferenças entre os animais e entre 

os ejaculados do mesmo animal, no presente estudo, os ejaculados de cada 

animal estudado foram separados após seu descongelamento, em alta 

congelabilidade (motilidade espermática pós- descongelamento > 40 %) e 

ejaculados com baixa congelabilidade (motilidade espermática pós- 
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descongelamento < 40 %). Projeto aprovado pela comissão de ética, processo 

nº 103/2013 no dia 18/02/2014 

 

Localização Geográfica 

O experimento foi realizado no Setor de Equideocultura do 

Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Viçosa, Haras Recreio 

e Haras Barreiro no município de Viçosa em Minas Gerais, Brasil com altitude 

de 649 m e tendo como coordenadas geográficas o paralelo de 20°45´14´´, 

latitude Sul, e o meridiano de 42°52´54´´, longitude Oeste.  O clima é 

considerado tipo tropical de altitude com chuvas durante o verão. 

 
Instalações e Manejo dos Animais 

Foram utilizados seis garanhões da raça Mangalarga Marchador hígidos 

com idades entre quatro e 15 anos pesando entre 400 e 500 kg. Durante todo o 

período experimental, os animais permaneceram alojados em baias individuais 

(16 a 25 m2) com piquetes externos individuais (225 m2) de capim Coast cross 

(cynodon-dactylon (L.) e Tifton (Cynodon spp.). A suplementação alimentar foi 

oferecida duas vezes ao dia, composta de ração concentrada, segundo 

recomendações do National Research Council (2007), constituída por: 130 g/kg 

de Proteína bruta, 90 g/kg estrato etéreo, 100 g/kg de fibra bruta (com ingestão 

de aproximadamente 1 % do peso vivo), capim elefante (Pennisetum 

purpureum cv Cameroon) com cana (Saccharum officinarum) picada (3,5 % + 1 

% do peso vivo, respectivamente), sal mineral e água ad libitum. O controle 

parasitológico foi realizado de acordo com o manejo do Haras. Antes do início 

do experimento, foi realizado o exame andrológico dos animais, sendo 

considerados aptos à reprodução, de acordo com os padrões preconizados 
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pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal para a espécie equina (CBRA, 

2013). 

As colheitas foram realizadas no período de junho a agosto de 2013. Ao 

iniciar o estudo, cada reprodutor teve sua reserva espermática extra-gonádica 

esgotada por meio de colheitas diárias por cinco dias consecutivos, seguidos 

por dois dias de descanso sexual (STICH et al., 2002). 

 

Colheita de Sêmen: 

As colheitas foram realizadas em dias alternados, utilizando fêmeas com 

cio induzido por 20 mg Cipionato de estradiol (Pfizer®), devidamente contida, 

para proteção dos garanhões, fazendo uso de vagina artificial modelo Botucatu 

(Botupharma®) previamente preparada com água a 45 ºC. De cada reprodutor 

foram obtidos no mínimo sete ejaculados para análise dos dados. O ejaculado 

foi coletado em saco plástico dentro de um copo coletor, sob o abrigo de luz e 

das variações de temperatura. Após a colheita, a fração gelatinosa do 

ejaculado foi retirada por filtração e a avaliação imediata foi realizada 

considerando o aspecto, coloração, volume, concentração, motilidade total e 

vigor espermático. O volume foi aferido em proveta graduada de 250 mL, 

previamente aquecida a 37 ºC. A motilidade espermática total (0 a 100 %) e o 

vigor espermático (0 - 5) foram observados em microscópio óptico, com 

aumento de 200 x, utilizando-se 20 μL de sêmen disposto entre lâmina e 

lamínula pré-aquecidas a 37 ºC. Uma alíquota de 50 μL de sêmen foi diluída 

em 950 μL de água destilada para determinação da concentração espermática 

em câmara de Neubauer.  
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Congelamento de Sêmen:  

Após as avaliações imediatas, o sêmen foi diluído com Botu-Semen 

(Botupharma®) na proporção 1:1 e transferido para tubos Falcon de 15 mL 

para posterior centrifugação a 600 g por 15 minutos (SAMPAIO, 2012). 

Imediatamente após a centrifugação, o sobrenadante foi retirado e a 

concentração do pélete calculada em câmara de Neubauer. Após a 

determinação da concentração espermática, o pélete foi então ressuspendido e 

homogeneizado com o diluente Botucrio (Botupharma®) para uma 

concentração final de 50 milhões de espermatozoides / mL (CLULOW et al., 

2008). As amostras foram envasadas em 10 palhetas francesas de 0,5 mL, 

devidamente identificadas, e então, refrigeradas a 5 oC por 20 minutos, 

conforme Sampaio (2012). Após este período, as palhetas foram 

acondicionadas em vapor de nitrogênio, a 5 cm do nível da lâmina de 

nitrogênio líquido, por 15 minutos (LORENZONI, 2010) e posteriormente 

submersas em nitrogênio líquido, raqueadas e armazenadas em botijão 

criogênico. 

 

Descongelamento do Sêmen:  

As palhetas foram descongeladas a 37 oC por 30 segundos 

(LORENZONI, 2010) para análises posteriores (motilidade espermática total, 

vigor espermático, teste hiposmótico (HOST) e teste supravital (vivos e 

mortos).  
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Avaliação da funcionalidade da membrana plasmática por meio do 

teste hiposmótico (HOST)  

As amostras foram avaliadas quanto à integridade funcional da 

membrana espermática por meio do teste hiposmótico, seguindo metodologia 

descrita por Alves et al. (2005). Uma alíquota de 100 μL de sêmen foi 

adicionado em 800 μL de água destilada pré-aquecida a 37 oC, a qual 

permaneceu incubada por 15 minutos, e posteriormente fixada com 0,5 mL de 

formol salina tamponada. Por meio de preparação úmida foram contadas 200 

células em microscopia óptica com contraste de fase, em aumento de 1.000 x. 

Foram considerados estruturalmente normais aqueles espermatozoides que 

durante a incubação sofreram dobramento da cauda e os que não sofreram 

dobramento foram considerados com membrana afuncional, não foram 

descontados os dobramentos de cauda oriundos das análises morfológicas.  

 

Teste Supravital  

A análise da integridade estrutural de membrana plasmática foi realizada 

pela coloração supravital utilizando os corantes eosina e negrosina, a 1 e 5 %, 

respectivamente (SWANSON; BEARDEN, 1951). Amostras de 10 μL de sêmen 

foram homogeinizadas com 10 μL da solução corante em placa aquecedora. 

Realizou-se um esfregaço e na leitura foram contadas 100 células que foram 

classificadas como viáveis aquelas que não se coraram (vivas) e não viáveis 

aquelas que apresentarem o núcleo corado em vermelho (mortas). 



56 
 

Determinação dos componentes Bioquímicos do Plasma Seminal: 

Após a filtragem para remoção do gel foram retiradas aliquotas de 3 mL 

de sêmen total de cada ejaculado, totalizando 77 amostras de plasma seminal, 

as quais foram rapidamente congeladas em nitrogênio líquido e acondicionadas 

em freezer a -20 ºC. Antes das análises, as amostras foram descongeladas em 

temperatura ambiente e centrifugadas a 700 g por 20 minutos para remoção do 

plasma seminal, caso o sobrenadante permanecesse turvo, o procedimento 

fora repetido até a clarificação do sobrenadante, para cada análise foram 

utilizados 300 µL de plasma seminal. As análises foram realizadas no 

Laboratório de Análises Clínicas no Departamento de Medicina Veterinária – 

UFV. 

Nas amostras de plasma seminal foram avaliadas as concentrações de 

cálcio (Ca), colesterol (Col), glicose (Gli), magnésio (Mg), fósforo (P), proteínas 

totais (Pt), potássio (K) e sódio (Na). Foi utilizado Fotômetro de Chama para as 

análise do sódio e potássio e para todas as outras análises foram utilizados kits 

da InVitro Diagnóstica em aparelho de automação HumaStar300, seguindo as 

metodologias descritas na Tabela 1. 
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Tabela 1- Métodos empregados para a análise bioquímica do plasma seminal  

 de garanhões  

Análise 
Bioquímica 

Método Referência 

Cálcio total O-cresolftaleína-
complexona (CFC) 

Gitelman, 1967. 

Magnésio Azul de Xilidila Mann; Yoe, 1956. 

Glicose GPO-PAP Barham; Trinder, 1972. 

Fósforo Fosfomolibdato UV Daly; Ertingshausen, 1972. 

Sódio Fotometria de chama Korzun; Miller, 1987. 
 

Potássio Fotometria de chama Korzun; Miller, 1987. 
 

Colesterol Enzimático-
colorimétrico com LCF 

Schettler; Nüssel, 1975. 

Proteína Biureto Meulemans, 1960. 

 

Análise Estatística: 

Para avaliação dos dados foi empregado o programa estatístico SAEG-

9.1 (SAEG-UFV, 2007). Para todas as características quantitativas, os dados 

foram submetidos aos testes de Lilliefors e Barttlet e Cochran para verificar a 

normalidade dos dados e a homocedacidade das variáveis, respectivamente, e 

posteriormente submetidas a ANOVA, e a significancia avaliada pelo teste F. 

Os dados que não atenderam as premissas da ANOVA foram analisados pela 

análise não parametrica e as médias testadas pelo teste de Wilcoxon. Para as 

análises adotou-se a significanca e 5 % de probabilidade de erro. 

Para avaliar a correlação entre a motilidade espermática total do semen 

descongelado e os constituintes bioquímicos, foi feito o teste de correlação 

Simples de Pearson com 5 % de significância. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A motilidade espermática total diferiu entre os ejaculados de alta e baixa 

congelabilidade (P<0,05; Tabela 2) no tempo 0 pós- descongelamento, 

diferença esta já esperada, visto que este foi o critério adotado para a 

separação das amostras. Estudos avaliando os parâmetros seminais pós-

descongelamento, demonstram existir diferenças entre raças, entre indivíduos 

e entre ejaculados do mesmo indivíduo quanto à sobrevivência espermática ao 

processo de criopreservação (RESENDE, et al., 2013; COSTA et al., 2014). 

Segundo Alvarenga et al. (1996) existe  um fator racial relacionado à 

resistência do sêmen ao processo de criopreservação, onde as raças 

Mangalarga Marchador e Mangalarga Paulista apresentam os piores índices de 

congelabilidade, quando comparadas com as raças de hipismo (Hannoveriana, 

Holstein e Trackenner) e Quarto-de-Milha, que apresentam sêmen com bons 

padrões de motilidade espermática pós-descongelamento. Estes mesmos 

autores, estimam que apenas 30 a 40 % dos garanhões das raças 

mencionadas produzam sêmen adequado para a criopreservação 

(ALVARENGA et al., 2005). Um dos fatores relacionados à resistência ao 

processo de criopreservação é a composição da membrana plasmática dos 

espermatozoides, que está diretamente relacionada com a sua fluidez e 

integridade (ALVARENGA et al., 2014). Segundo Hartwig et al. (2013) um dos 

motivos para essa situação são os critérios de seleção utilizados, os quais 

levam em consideração principalmente a genealogia e o desempenho em 

competições, deixando em segundo plano os parâmetros de fertilidade. 

Medeiros (2007) observaram a partir de dados de fertilidade, que existe 

diferença entre indivíduos em relação à resistência osmótica dos 
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espermatozoides frente aos crioprotetores, fato este evidenciado 

principalmente na raça Mangalarga Marchador.  

 Em relação ao cálcio, nos animais 1, 2, 3 e 7 foram observados valores 

inferiores, mas não significativos nos ejaculados com baixa congelabilidade em 

relação aos de alta congelabilidade (Tabela 3), a média total dos garanhões do 

presente estudo foi de 4,3 mg/dL (Tabela 4), porém não foram observadas 

diferenças na concentração deste íon entre os animais (P>0,05). Zahn (2006) 

em estudo avaliando diferentes constituintes bioquímicos utilizando método de 

bioquímica seca (Vitros-Johnson) no plasma seminal de garanhões de 

diferentes raças, observou valores de cálcio para alta congelabilidade de 10,36 

mg/dL e para baixa congelabilidade de 10,31 mg/dL, não diferindo entre os 

grupos estudados, porém os valores foram superiores aos obtidos no presente 

estudo. Da mesma forma, Ewing e Chang (1986); Wite (1988) e Setchel (1993) 

determinaram que a concentração de cálcio no plasma seminal de garanhões é 

de 26 mg/dL, sendo muito superiores ao presente estudo. Segundo Wong et al. 

(2001), o cálcio é um elemento essencial, sendo um regulador crucial para 

muitos processos fisiológicos em todas as células vivas, incluindo os 

espermatozoides. Este cátion pode ser encontrado no plasma seminal ou no 

interior dos espermatozoides, na forma ionizada ou ligado a substâncias como 

o ácido cítrico ou proteínas (MANN; L-MANN, 1981). Dentre as funções mais 

importantes do cálcio, destacam-se o seu envolvimento com a motilidade 

espermática (pela hiperativação celular) e na capacitação espermática (pelo 

influxo de Cálcio).  

Apesar de diversos estudos acerca das funções do cálcio, a relação 

entre o cálcio e os parâmetros seminais ainda é controversa.  Abdel-Rahman et 
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al. (2000) observaram que altas concentrações de cálcio seminal promoveram 

redução na dos espermatozoides, pois afetam o metabolismo da célula, já 

Wong et al. (2001) não constataram nenhuma associação benéfica ou adversa 

entre o cálcio e a motilidade espermática. 

Em relação ao colesterol, foi observado diferença (P<0,05) entre a alta e 

a baixa congelabilidades nos animais 1 e 3, onde foi verificado  maiores valores 

deste componente nos ejaculados de baixa congelabilidade (P<0,05; Tabela 3). 

A média total dos garanhões foi de 5,5 mg/dL (Tabela 4). O valor observado foi 

menor do que o descrito por Zahn (2006) que obteve médias de 9,71 mg/dL 

para alta congelabilidade e 10,86 mg/dL para baixa congelabilidade. Segundo 

Cross (1998), em garanhões o colesterol é o principal esteróide encontrado no 

sêmen, originado principalmente dos epidídimos. Apresenta-se em maiores 

concentrações no plasma seminal do que nos espermatozoides, sendo o fator 

que mais varia em quantidade quando comparado a outras espécies, entre 

animais da mesma espécie e entre ejaculados do mesmo animal. Segundo o 

autor, a perda de colesterol afeta diretamente a bicamada lipídica da 

membrana espermática. O colesterol está ainda envolvido com a integridade da 

membrana e na inibição da capacitação espermática, além de estar associado 

à infertilidade em humanos quando em altas concentrações.  

Acredita-se que a maior parte do colesterol presente nos 

espermatozoides seja proveniente do ambiente (CROSS, 1998). Para 

Yanagimachi (1994) as diferenças na quantidade de colesterol na membrana 

plasmática podem não estar apenas relacionadas com índices de capacitação, 

mas também podem afetar a fertilidade e a capacidade do ejaculado de um 

garanhão em suportar o resfriamento e congelamento. 
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A proporção colesterol:fosfolipídio na membrana plasmática na espécie 

equina é de 0,36 (DARIN-BENNETT; WHITE, 1977; CROSS, 1998), um valor 

intermediário quando comparado com valores de varrões (0,26) (AMANN; 

PICKETT, 1987) e touros (0,51-0,53) (PARKS; GRAHAM, 1992).  Várias 

pesquisas estão sendo realizadas no intuito de elucidar de que forma este 

esteróide está envolvido com a função espermática (HARWTING et al.,2013) 

A ocorrência das diferenças (P<0,05; Tabela 3) na concentração de 

colesterol dos garanhões 1 e 3, associada as diferenças (P<0,05; Tabela 2)  

visualizadas no teste supravital no tempo 0  no animal 1 e no supravital pré 

diluição no animal 3, nos quais foram visto uma diminuição na integridade das 

membranas na baixa congelabilidade, sugerem que o aumento de colesterol 

pode não ter sido benéfico aos espermatozoides, porém mais estudos 

avaliando a interação do colesterol do plasma seminal com a membrana dos 

espermatozoides em animais da raça Mangalarga Marchador devem ser 

realizados.  

O plasma seminal é rico em açúcares como frutose, glicose, manose, 

galactose, arabinose, ribose, fucose, sorbitol, inositol, sendo a frutose o 

principal açúcar presente no plasma seminal de touros (EWING; CHANG, 

1986) e carneiros (AMANN; GRAHAM, 1993). Já, o plasma seminal de 

garanhões contém quantidades consideráveis de glicose e pouca frutose (0,82 

e 0,02 mg/mL, respectivamente (AMANN; GRAHAM, 1993). Para Williams e 

Ford (2001), os açúcares têm sido relacionados com a fertilidade, pois servem 

de substrato para produção de energia aos espermatozoides, além ter efeito 

benéfico no processo de capacitação, na fertilidade do oócito (penetração da 

zona pelúcida), fusão de membranas entre espermatozoides e oócito, no 
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metabolismo e na motilidade dos espermatozoides (TRAVIS et al., 2001). No 

presente estudo foi verificado diferença (P<0,05; Tabela 3) nos garanhões 4 e 

6, no qual os ejaculados de baixa congelabilidade apresentaram valores 

superiores para glicose. Zahn (2006), também observou as maiores 

concentrações de glicose para os animais de baixa congelabilidade (16 mg/dL) 

em relação ao de alta congelabilidade (12,71 mg/dL), e no presente estudo a 

média geral dos garanhões foi de 10,0 mg/dL (Tabela 4). Resultado 

contraditório foi observado em relação ao vigor espermático, no animal 4 foi 

observado melhor vigor pré diluição no grupo de baixa congelabilidade, este 

resultado pode estar associado a maior concentração de glicose (P<0,05) 

neste animal em baixa congelabilidade (vigor 3,4 e Gli 10,0 mg/dL), já no 

animal 6, o melhor vigor no tempo 0 foi observado na alta congelabilidade que 

apresentaram baixa concentração de glicose (vigor 3 e 11 mg/dL glicose, vigor 

2,2 e 15 mg/dL de glicose) respectivamente (Tabelas 2 e 3). No animal 6 as 

concentrações de glicose tanto em alta quanto em baixa congelabilidade (11,0 

e 15,5 mg/dL) foram superiores as observadas no animal 4 (7,4 e 10,0 mg/dL).  

Não foram observadas diferenças (P>0,05) na concentração do cátion 

magnésio (Mg) e a média dos animais foi de 1,9 mg/dL (Tabela 4). Os 

resultados obtidos não corroboraram com os revisados na literatura, Zahn 

(2006) observou que os animais de alta congelabilidade apresentaram 11,66 

mg/dL de Mg e os animais de baixa congelabilidade 12,53 mg/dL. De maneira 

geral Ewing e Chang (1986); Wite (1988) e Setchel (1993) observaram que a 

concentração de Mg no plasma seminal de garanhões é de 9 mg/dL. Portanto, 

valores bem superiores aos registrados no presente estudo. 



63 
 

A grande variação de resultados observados na literatura pode estar 

associada ao fato de que nos estudos foram utilizadas diferentes raças de 

garanhões, não havendo uma padronização racial dos animais, os autores 

citados acima, não fizeram nenhuma citação em relação à adição de 

suplementos alimentares, sazonalidade, ou quaisquer fatores que pudessem 

justificar tais diferenças. Outro fator que pode provocar tais variações está 

relacionado com a técnica empregada e os kits utilizados para as análises da 

composição bioquímica havendo também a necessidade de padronização das 

mesmas, visto que a grande maioria dos kits utilizados não são específicos 

para análise do plasma seminalA média observada nos garanhões para a 

concentração de fósforo no plasma seminal foi de 4,4 mg/dL (Tabela 4). Não 

houve diferença (P> 0,05) entre os ejaculados dos animais (Tabela 3), porém 

Zahn (2006) observou diferença nos animais de baixa congelabilidade de 

sêmen e mostrou correlação negativa entre os valores de motilidade total do 

sêmen congelado e o fósforo no plasma seminal (r= - 0,71). 

As concentrações de proteína total não apresentaram diferenças entre 

os grupos de alta e baixa congelabilidade, com 0,9 mg/dL de média total 

(Tabela 4). Os valores obtidos estão bem próximos aos observados na 

literatura de 1 mg/dL (Ewing e Chang, 1986; Wite, 1988 e Setchel, 1993), e aos 

valores de 1,21 mg/dL (animais de alta congelabilidade) e 1,27 mg/dL (animais 

de baixa congelabilidade) registrados por Zahn (2006). 

Em relação às concentrações de sódio e potássio, não foram 

observadas diferenças quanto as concentrações destes compostos no plasma 

seminal (P>0,05), com valores médios de 109,7 e 14,8 mEq/L, 

respectivamente. Apenas o potássio correlacionou-se negativamente com a 
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motilidade espermática pós- descongelamento (Tabela 5), porém com valores 

muito baixos ou nulos (r= -0,0060, P= -0,05).   

Para Wales e White (1958; 1965) o excesso de potássio reduz a 

motililidade dos espermatozoides. Segundo Dhami e Kodagali (1987) e Dhami 

e Sahni (1993), as concentrações de sódio e potássio foram diretamente 

relacionados com a manutenção da excitabilidade dos espermatozoides, pH 

seminal ótimo e pressão osmótica constante dentro e fora das células 

espermáticas. O sódio e o potássio são considerados os principais eletrólitos 

que influenciam a viabilidade espermática. Nesse sentido, Dhami e Kodagali 

(1987) preconizam que a determinação da concentração destes constituintes 

pode ser usada para predizer a qualidade seminal, a congelabilidade e a 

fertilidade de touros, ajudando a selecionar reprodutores para a inseminação 

artificial. 

No homem, a alta concentração de potássio no orgão reprodutor 

masculino foi correlacionado à falta de motilidade de espermatozoides obtidos 

dos epidídimos (BATTERSBY; CHANDLER, 1977). Para Crabo et al. (1976) o 

potássio é captado pelos espermatozoides e utilizado em diversas reações 

metabólicas. Altas concentrações desse íon têm sido implicadas no aumento 

da taxa de reação acrossomal em espermatozoides humano avaliados in vitro, 

devido à estimulação do influxo de cálcio (ROBLERO et al., 1988, KUMAR et 

al., 2000). Além disso, meios diluentes contendo maiores concentrações de 

cátions, entre eles o potássio, elevam o pH intracelular espermático 

proporcionando aumento da motilidade espermática progressiva. 

Contrariamente, quando o pH intracelular é baixo, a motilidade espermática se 

mantém por um tempo mais prolongado (JONES; BAVISTER, 2000).   
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No presente estudo os ejaculados de cada garanhão foram divididos em 

alta e baixa congelabidade, visando identificar possíveis fatores intrínsicos dos 

animais que pudessem elucidar de alguma forma os problemas relacionados 

ao processo de criopreservação que refletem em baixas taxas de fertilidade 

com uso de sêmen congelado. As diferenças observadas neste estudo em 

relação aos parâmetros seminais podem estar associadas à sazonalidade. 

Segundo Geubauer et al. (1976), os cavalos são reprodutores sazonais, e os 

efeitos no plasma seminal parecem ser mais evidentes do que nas 

características espermáticas, entretanto Freitas (2010) observou diferenças em 

relação ao volume e a motilidade espermatica em diferentes estações do ano, 

no qual o outono apresentou os melhores parâmetros seminais após o 

resfriamento de sêmen na raça Mangalarga Marchador. No presente estudo foi 

possível observar que alterações nas concentrações de colesterol no plasma 

seminal (animais 1 e 3), podem ter influenciado na capacidade do ejaculado em 

suportar o resfriamento e congelamento, evidenciado nas alterações da 

motilidade espermática e dos testes supravitais dos animais em questão. As 

diferenças sazonais são provavelmente causadas por alterações dos 

esteróides sexuais dos garanhões (HOFFMANN; LANDECK 1999). A 

concentração de glicose no plasma seminal (animal 4 e 6) também influenciou 

o vigor espermático dos animais em questão, sendo a principal fonte energética 

dos espermatozoides de garanhões. 
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Tabela 2 – Valores médios e desvios-padrão dos parâmetros seminais de garanhões da raça Mangalarga Machador 

avaliados em analises de rotina e testes complementares de sêmen pré e pós criopreservação  

Animal Congelabilidade Mot Pré dil Mot Pós dil    Mot 0 Vigor Pre Vigor 0 SV Pré    SV 0 Host Pré Host 0 

1 

Alta 75,7±7,9a 80,0±3,2a 50,0±15,3a* 3,1±0,4a* 3,5±0,4a* 80,7±6,1a 57,6±16,1a 88,7±10,8a 27,7±5,6a 

Baixa 75,5±7,2a 76,5±9,4a 22,0±10,6b 3,4±0,4a 2,6±0,5b 80,1±6,3a 41,1±17,2b 83,3±6,3a 20,4±7,1a 
Média 75,6±7,3 77,8±7,7 33,5±18,8 3,3±0,4 3,0±0,6 80,9±6,1 47,9±18,2 85,5±8,6 24,4±7,1 

2 

Alta 76,5±4,1 a 80,0±8,2a 56,4±14,2a 3,4±0,5a 3,2±0,4a 87,0±5,3a 62,6±14,1a 91,8±5,9a 50,0±11,8a 

Baixa 75,7±7,9a 77,5±8,2a 25,7±7,9b 3,1±0,2a 2,9±0,4a 86,9±4,5a 40,0±7,6b 93,4±3,7a 25,6±5,4b 
Média 76,2±5,7 79,1±8,0 44,4±19,4 3,3±0,4 3,1±0,4 86,9±4,8 53,8±16,3 92,4±5,1 39,3±15,6 

3 

Alta 76,7±5,8a 78,3±2,9a 53,3±15,3a 3,0±0,0a 3,3±0,6a 84,0±2,6a 58,3±5,0a 83,3±6,5a 42,7±23,0a 

Baixa 60,0±10,5a 69,2±9,7a 25,7±7,9b 3,1±0,2a 2,9±0,2a 77,7±6,5b 52,1±5,0a 84,6±10,9a 37,0±0,0a 
Média 65,6±12,1 72,2±9,1 34,0±16,5 3,1±0,2 3,0±0,4 79,8±6,2 54,0±13,1 84,1±9,5 41,2±19,0 

4 

Alta 65,0±21,2a 74,0±13,4a 50,0±10,0a 2,8±0,4a 3,2±0,3a 84,2±5,3a 65,0±8,9a 91,8±2,0a 41,8±8,9a 

Baixa 67,5±15,0a 77,5±9,6a 26,5±11,1b 3,4±0,5b 2,6±1,1a 87,0±4,2a 56,5±14,7b 91,2±5,0a 44,7±18,8a 
Média 66,1±17,6 75,6±11,3 39,4±15,9 3,1±0,5 2,9±0,8 85,4±4,8 61,2±11,9 91,6±3,4 42,9±12,1 

6 

Alta 75,0±0,0a 72,5±3,5a 40,0±00a* 3,0±0,0a* 3,0±0,0a* 88,0±8,5a* 41,5±4,9a 94,0±7,1a 19,0±0,0a 

Baixa 70,0±14,1a 62,5±3,5a 20,0±00b 3,0±0,0a 2,2±0,3b 91,0±2,8a 48,0±2,8a 81,5±12,0a 56,0±12,7a 
Média 72,5±8,7 67,5±6,4 30,0±11,5 3,0±0,0 2,6±0,5 89,5±5,4 44,7±5,0 87,7±10,8 43,7±23,2 

7 

Alta 77,5±3,5a 75,0±7,1a 40,0±0,0a 3,0±0,0a 3,5±0,0a* 93,0±1,4a 46,0±11,3a 95,5±2,1a 34,5±16,3a 

Baixa 71,7±2,9a 70,0±0,0a 16,7±5,8b 3,0±0,0a 3,0±0,0b 91,7±5,0a 29,0±7,8a 91,5±0,7a 61,0±0,0a 

Média 74,0±4,2 72,0±4.5 26.0±13,4 3,0±0,0 3,2±0,3 92,2±3,7 35,8±12,2 93,5±2,6 43,3±19,1 
 ab Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p>0,005) pelo teste F ou * Wilcoxon. Mot Pré dil: motilidade pré diluição; Mot Pós dil: 
motilidade pós diluição; Mot 0: motilidade tempo 0 do sêmen descongelado; Vigor Pré dil: vigor pré diluição; Vigor 0: vigor no tempo 0 do sêmen descongelado; SV Pré: 
supravital pré diluição;  SV 0: supravital no tempo 0 do sêmen descongelado; Host Pré: host pré diluição;  host 0: host no tempo 0 do sêmen descongelado. 
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Tabela 3– Valores médios e desvios-padrão dos parâmetros bioquímicos de cálcio (Ca), colesterol (Col), glicose (Gli), 

magnésio (Mg), fósforo (P), proteínas totais (PT), potássio (K) e sódio (Na) em relação a congelabilidade do ejaculado de 

garanhões da raça Mangalarga Marchador 

Animal Congelabilidade Ca (mg/dL) Col (mg/dL) Gli (mg/dL) Mg (mg/dL) P (mg/dL) PT (g/dL) K (mEq/L) Na (mEq/L) 

1 

Alta 3,0±0,8 a 5,1 ±2,0b 7,4±3,1a 1,9±0,2a 4,3±0,7a 1,0±0,5a 17,1±1,0a 112,4±4,8a 
Baixa 2,7±0,7 a    8,3±3,2a 9,7±2,1a 1,8±0,6a 4,8±0,9a 1,3±0,6a 17,6±1,4a 108,1±13,3a 
Média 2,8±0,7 6,9±3,1 8,7±2,8 1,9±0,1 4,6±0,9 1,2±0,5 17,4±1,2 110,0±10,4 

2 

Alta 5,4±2,5a 6,4±2,9a 11,2±3,5a 1,8±0,8a 7,1±10,0a 0,8±0,3a 15,3±3,4a 109,8±11,5a 
Baixa 4,8±2,6a 4,9±2,5a 11,1±3,8a 1,7±0,9a 3,8±1,0a 0,6±0,3a 15,9±1,5a 114,4±7,0a 
Média 5,1±2,5 5,8±2,8 11.2±3,5 1,8±0,9 5,8±7,7 0,7±0,3 15,6±2,7 111,7±9,9 

3 

Alta 5,3±2,6a 2,3±0,6b 9,3±2,1a 2,3±0,1a 3,4±0,9a 0,5±0,6a 15,8±3,5a 129,7±14,6a 
Baixa 4,9±1,8a 5,4±1,7a 12,0±3,8a 2,2±0,8a 3,8±1,0a 0,7±0,5a 12,9±3,6a 100,4±32,6a 
Média 5,0±1,9 4,5±2,1 11,2±3,5 2,2±1,0 3,6±0,9 0,6±0,3 13,7±3,7 109,2±30,9 

4 

Alta 2,9±0,9a 5,4±1,5a 7,4±1,5b 2,0±0,1a 5,3±1,6a* 0,8±0,1a 13,2±3,6a 100,2±19,6a 
Baixa 4,3±0,9a 7,5±2,3a 10,0±1,1a 2,0±0,1a 4,3±2,0a* 1,0±0,2a 11,5±2,9a 93,2±20,1a 
Média 3,5±1,1 6,3±2,1 8,6±1,9 2,0±0,1 4,8±1,8* 0,9±0,2a 12,5±3,2 97,1±18,9 

6 

Alta 3,1±0,1a 7,0±1,4a 11,0±1,4b 1,7±0,4a 5,3±0,7a 1,6±0,4a 15,0±1,4a 116,0±15,6a 
Baixa 8,0±3,7a 7,0±5,7a 15,5±3,5a 1,9±0,3a 4,1±1,9a 1,5±0,1a 13,6±1,9a 97,5±36,1a 
Média 5,6±3,6 7,0±3,4 13,2±3,4 1,8±0,3 4,7±1,3 1,6±0,2 14,3±1,6 106,7±25,1 

7 
Alta 3,4±0,2a 5,0±1,4a 7,5±0,7a 1,9±0,1a 4,7±0,1a 0,6±0,5a 14,8±2,3a 117,0±9,9a 
Baixa 3,2±0,5a 4,0±3,0a 6,7±0,6a 2,0±0,1a 3,3±1,3a 0,5±0,3a 17,7±0,7a 129,0±4,4a 
Média 3,3±0,4 4,4±2,3 7,0±0,7 2,0±0,1 3,9±1,2 0,6±0,3 16,5±2,0 124,2±8,8 

ab Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p>0,005) pelo teste F ou * Wilcoxon. Ca: Cálcio; Col: Colesterol; Gli: Glicose; Mg: 
Magnésio; P: Fósforo;  PT: Proteina total; K: Potássio; Na: Sódio.  
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Tabela 4 – Valores médios e erro-padrão de cálcio (Ca), colesterol (Col), glicose (Gli), magnésio (Mg), fósforo (P), proteínas 

totais (PT), potássio (K) e sódio (Na) no plasma seminal de garanhões  da raça Mangalarga Machador 

 
Garanhões 

Variáveis Bioquímicas 1 2 3 4 6 7 Média Total 
Ca (mg/dL) 2,88±0,19 4,97±0,56 5,25±0,68 3,71±0,33 5,93±1,36 3,31±0,19 4,3 

Col (mg/dL) 6,83±0,69 5,45±0,60 4,54±0,73 6,18±0,61 5,57±1,23 4,13±0,69 5,5 

Gli (mg/dL) 8,56±0,62 10,25±0,89 11,54±1,08 9,18±0,85 13,71±2,32 6,88±0,52 10,0 

Mg (mg/dL) 1,87±0,1 1,79±0,08 2,17±0,22 1,99±0,13 1,84±0,3 1,99±0,18 1,9 

P (mg/dL)  4,80±0,31 5,41±1,60 3,47±0,25 4,75±0,48 4,11±0,49 3,60±0,38 4,4 

Pt (mg/dL) 1,13±0,12 0,68±0,07 0,64±0,09 0,86±0,05 1,34±0,21 0,59±0,10 0,9 

K (mEq/L) 17,47±0,27 15,18±0,61 13,32±0,93 12,93±0,93 13,57±0,62 16,38±0,66 14,8 

Na (mEq/L) 111,17±2,48 111,10±2,47 107,31±7,56 99,18±5,38 104,57±8,85 125,00±3,64 109,7 

Valores médios e erro padrão dos parâmetros bioquímicos Ca: Cálcio; Col: Colesterol; Gli: Glicose; Mg: Magnésio; P: Fósforo; PT: Proteina total; K: Potássio; Na: 
Sódio.   
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CONCLUSÕES 

Os constituintes bioquímicos do plasma seminal não influenciam as células 

espermáticas com relação à congelabilidade, sugerindo que os mesmos não se 

mostram eficazes como marcadores de congelabilidade na espécie equina. 
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4. CAPÍTULO 2 

 
ABORDAGEM PROTEÔMICA DO PLASMA SEMINAL DE GARANHÕES DA 

RAÇA MANGALARGA MARCHADOR E SUA RELAÇÃO COM A 

CRIOPRESERVAÇÃO. 

  

RESUMO: O presente estudo teve por objetivo avaliar os constituintes 

proteicos do plasma seminal de garanhões da raça Mangalarga Marchador e 

sua relação com a criopreservação do sêmen. Foram utilizados sete garanhões 

da raça Mangalarga Marchador hígidos de fertilidade comprovada entre 4 e 15 

anos de idade, com 400-500 kg de peso corporal. O sêmen foi colhido de junho 

a agosto de 2013, totalizando 77 ejaculados.  Foram realizadas as análises 

físicas e morfológicas do sêmen. Os plasmas seminais selecionados para o 

perfil proteômico foram os correspondentes aos sêmens de maior e menor 

motilidade espermática no pós-descongelamento.  O perfil das proteínas foi 

avaliado pelo método de eletroforese bidimensional e as análises foram 

realizadas no programa ImageMaster 2D Platinum 6.0 (GE Healtcare®). As 

proteínas foram identificadas por MALDI-TOF/TOF (espectrometria de massa) 

utilizando o software Mascot Daemon para a busca em banco de dados. O site 

do UniProt (SWISSPROT, NCBI, Equidae) foi consultado para identificação das 

proteínas. A validação dos resultados foi realizada pelo programa SCAFOLD. 

As amostras não validadas pelo SCAFOLD foram analisadas pelo programa 

FlexAnalysis (BRUKER®) para identificação de espectros de MS2 identificados 

pelo software Mascot Daemon. Os dados obtidos foram analisados por 

estatística descritiva e correlações simples de Person. Foi observado diferença 

significativa em relação à CRISP 3 na baixa congelabilidade e não foram 

observadas correlações entre a HSP 1, a calicreína e a motilidade pós-

descongelamento. Conclui-se que a CRISP3 com baixa massa molecular (22- 

30 kDa) pode ser utilizada como biomarcador de baixa congelabilidade e que a 

calicreína e a HSP1 não podem ser utilizadas como marcadores de 

congelabilidade na raça Mangalarga Marchador. 
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Palavras-chave: Equinos, Horse seminal protein (HSP), Proteômica, 

Criopreservação. 

 

ABSTRACT 

This study aimed to evaluate the protein constituents of the Mangalarga 

Marchador stallion and its interaction with cryopreservation. Seven Mangalarga 

Marchador breed stallions with proven healthy fertility, ageing 4 to 15, weighing 

400-500 kg were used. Semen samples were collected from June to August 

2013, a total of to 77 ejaculations. Physical and morphological semen analysis 

was performed. Selected seminal plasma for proteomic profile per each animal 

were on of the highest and lowest motility after thaweing. The profile of the 

proteins was evaluated by two-dimensional electrophoresis method and 

analyzes were performed in the ImageMaster 2D Platinum 6.0 software (GE 

Healtcare®). Proteins were identified by MALDI-TOF / TOF (mass 

spectrometry) using Mascot Daemon software for searching the data. The 

datebase UniProt (SWISSPROT, NCBI, Equidae) was consulted to identify the 

proteins and the validation of the results was performed by SCAFOLD program. 

Samples not validated by SCAFOLD software were analyzed by FlexAnalysis 

software (BRUKER®) to identific MS2 spectra by Mascot Daemon software. 

Significant differences were observed regarding the CRISP 3 in poor freezability 

and no correlation betwen the HSP 1, kallikrein and post-thaw motility. It follows 

that the CRISP3 low molecular weight (22- 30 kDa) can be used as biomarker 

low freezability and kallikrein HSP1 and can not be used as markers in 

freezability Mangalarga Marchador.  

 

Key words: Equine, Horse seminal protein, Proteomics, cryopreservation 
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INTRODUÇÃO 

 

O papel dos constituintes do plasma seminal sobre a congelabilidade 

ainda não foram totalmente elucidados. Relatos na literatura demonstram 

resultados contraditórios em relação à adição ou não do plasma seminal de 

animais para a criopreservação. Esses fatos demonstram de forma evidente a 

influência da composição bioquímica e proteica do plasma seminal sobre a 

resistência da célula espermática equina durante o processo de 

criopreservação, incluindo a composição proteica. 

Na última década, diversas Associações de Criadores de diferentes 

raças permitiram a utilização do sêmen congelado, o que estimulou as 

pesquisas com protocolos de criopreservação de sêmen de garanhões. 

Entretanto, estima-se que apenas 30 a 40 % dos garanhões produzam sêmen 

adequado para a criopreservação. Em algumas raças, como a Mangalarga 

Marchador, a proporção de animais de sêmen de baixa congelabilidade é maior 

do que em outras raças (ALVARENGA et al., 2005). Dentre as raças equinas, 

existem diferenças relativas aos parâmetros reprodutivos, e quando as 

biotecnologias da reprodução são empregadas, os resultados nem sempre 

atendem às expectativas como quando se utiliza sêmen refrigerado versus o 

congelado (GOMES; GOMES, 2009).  

O comportamento do sêmen à criopreservação é muito variável entre 

reprodutores, com resultados em programas de inseminação variando de 32 a 

73 % de fertilidade por ciclo. Assim, o sêmen de muitos garanhões não poderia 

ser utilizado para estes fins (LOOMIS, 2001). Alvarenga et al. (1996) 

demonstraram haver um fator racial relacionado à resistência do sêmen ao 
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processo de criopreservação. Segundo estes autores as raças Mangalarga 

Marchador e Mangalarga Paulista apresentaram os piores índices de 

congelabilidade, quando comparadas com as raças de hipismo (Hannoveriano, 

Holstein e Trackenner) e o Quarto-de-Milha, sendo que estes apresentaram 

sêmen com bons padrões de motilidade pós-descongelamento. 

A composição proteica do plasma seminal sofre variações e pode 

fornecer importantes informações sobre diferenças na congelabilidade do 

sêmen dos animais. Pesquisas recentes mostram que as análises proteômicas 

são hoje uma ferramenta valiosa na determinação da presença de proteínas 

marcadoras ou no mapeamento de perfil dessas proteínas dentro de grupos de 

amostras diferentes.  

Essas proteínas foram divididas em três famílias, proteínas secretadas 

ricas em cisteína (CRISPs), proteínas que contêm o domínio fibronectina tipo II 

(Fn-II) e proteínas da família das espermadesinas. Os membros da família de 

proteínas CRISPs parecem estar relacionados com processos de 

espermiogênese, maturação dos espermatozoides, capacitação espermática e 

na interação espermatozoides-oócito. As proteínas que contêm o domínio 

fibronectina tipo II (HSP1/ SP1 e HSP2/ SP2) têm sido associadas à modulação 

da capacitação espermática (TÖPFER-PETERSEN et al., 2005). E as 

espermadesinas?? Ficou faltando n sequencia do texto deste pragráfico.  

As principais proteínas presentes no plasma seminal foram 

caracterizadas por Calvete et al. (1994) como proteínas do plasma seminal 

equino (HSP-1 a HSP-8), e possuem baixa massa molecular (14 a 30 kDa). 

Com exceção da HSP-4, todas apresentam propriedades de ligação aos 

espermatozoides. As proteínas HSP-1, HSP-2 e HSP-5 até HSP-8 também 
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possuem habilidade de ligação com a heparina e estão associadas à superfície 

espermática, indicando importante papel na fertilização (TÖPFER-PETERSEN 

et al., 2005). 

A HSP-4 está associada ao produto do gene semelhante a calcitonina, 

HSP-5  não pôde ser relacionada com outras proteínas conhecidas; HSP-7 

participa da interação dos espermatozoides-zona pelúcida (TÖPFER-

PETERSEN et al., 2005). 

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

pertence à família das calicreínas (TÖPPFER-PETERSEN et al., 2005). As 

sequências do N-terminal de ambas isoformas mostraram alto grau de 

homologia com o antígeno prostático humano (PSA), que é o biomarcador mais 

utilizado para rastreamento de cancer de próstata, em virtude de sua alta 

sensibilidade, fácil dosagem e baixo custo (SILVA, 2012). 

A relação da presença e da concentração de proteínas no plasma 

seminal com a criopreservação é pouco compreendida na espécie equina, 

assim o presente estudo teve por objetivo avaliar os constituintes proteicos do 

plasma seminal de garanhões da raça Mangalarga Marchador e relacioná-los à 

criopreservação. 



81 
 

MATERIAIS E MÉTODOS 
 

Delineamento Experimental 

Foram utilizados sete garanhões da raça Mangalarga Marchador dos 

quais foram colhidos no mínimo sete ejaculados por animal. A cada ejaculado 

foram retirados tréplicas de 3 mL de plasma seminal. Para a realização da 

análise proteômica foram selecionadas as amostras de plasma seminal 

correspondente aos sêmens de alta e baixa motilidade pós-descongelamento de 

cada animal perfazendo 14 amostras no total. Projeto aprovado pela comissão 

de ética, processo nº 103/2013 no dia 18/02/2014. 

 

Localização Geográfica 

O experimento foi realizado no Setor de Equideocultura do 

Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Viçosa, Haras Recreio 

e Haras Barreiro no município de Viçosa em Minas Gerais, com altitude de 649 

m e coordenadas geográficas de 20°45´14´´, latitude Sul, e o meridiano de 

42°52´54´´, longitude Oeste.  O clima é considerado tipo tropical de altitude 

com chuvas durante o verão. 

 
Instalações e Manejo dos Animais 

Foram utilizados sete garanhões da raça Mangalarga Marchador hígidos 

com idades entre quatro e 15 anos, pesando entre 400 e 500 kg de peso 

corporal. Durante todo o período experimental, os animais permaneceram 

alojados em baias individuais (16 a 25 m2) e piquetes externos individuais 

(225m2) com capim Coast cross (cynodon-dactylon (L.) e Tifton (Cynodon 

spp.). A suplementação alimentar foi oferecida duas vezes ao dia, composta de 
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ração concentrada, segundo recomendações do National Research Council 

(2007), constituída por: 130 g/kg de Proteína bruta, 90 g/kg estrato etéreo, 100 

g/kg de fibra bruta (com ingestão de aproximadamente 1 % do peso vivo), 

capim elefante (Pennisetum purpureum cv Cameroon) com cana (Saccharum 

officinarum) picada (3,5 % + 1 % do peso corporal, respectivamente), sal 

mineral e água ad libitum. O controle parasitológico foi realizado de acordo com 

o manejo dos Haras. Antes do início do experimento, foi realizado o exame 

andrológico no sêmen dos animais, sendo considerados aptos ou não à 

reprodução de acordo com os padrões preconizados pelo Colégio Brasileiro de 

Reprodução Animal para a espécie equina (CBRA, 2013). 

As colheitas foram realizadas no período de junho a agosto de 2013. Ao 

iniciar o estudo, cada reprodutor teve sua reserva espermática extra-gonádica 

esgotada por colheitas diárias de sêmen por cinco dias consecutivos, seguidos 

por dois dias de descanso sexual (STICH et al., 2002). 

 

Colheita de Sêmen: 

As colheitas foram realizadas em dias alternados, utilizando fêmeas com 

cio induzido por 20 mg Cipionato de estradiol (Pfizer®), devidamente contida, 

utilizando vagina artificial modelo Botucatu (Botupharma®) previamente 

preparada com água a 45 ºC. De cada reprodutor foram obtidos no mínimo 

sete ejaculados para análise dos dados. O ejaculado foi colhido em saco 

plástico dentro de um copo coletor, sob abrigo de luz e das variações de 

temperatura. Após a colheita, a fração gelatinosa do ejaculado foi retirada por 

filtração e a avaliação imediata foi realizada considerando o aspecto, 

coloração, volume, concentração, motilidade total e vigor espermático. O 
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volume foi aferido em proveta graduada de 250 mL, previamente aquecida a 37 

ºC. A motilidade espermática total (0 a 100 %) e o vigor espermático (0 - 5) 

foram observados em microscópio óptico, com aumento de 200 x, utilizando-se 

20 μL de sêmen disposto entre lâmina e lamínula pré-aquecidas a 37 ºC. Uma 

alíquota de 50 μL de sêmen foi diluída em 950 μL de água destilada para 

determinação da concentração espermática em câmara de Neubauer.  

 

Congelamento de Sêmen:  

Após as avaliações físicas dos ejaculados, os mesmos foram diluídos 

com Botu-Semen (Botupharma®) na proporção 1:1 (v:v) e transferidos para 

tubos Falcon de 15 mL para posterior centrifugação a 600 g por 15 minutos 

(SAMPAIO, 2012). 

Imediatamente após a centrifugação, o sobrenadante foi retirado e a 

concentração do pélete calculada em câmara de Neubauer. Após a 

determinação da concentração espermática, o pélete foi então ressuspendido e 

homogeneizado com o diluente Botucrio (Botupharma®) para uma 

concentração final de 50 milhões de espermatozoides / mL (CLULOW et al., 

2008). As amostras foram envasadas em 10 palhetas francesas de 0,5 mL, 

devidamente identificadas, e então refrigeradas a 5 oC por 20 minutos, 

conforme Sampaio (2012). Após este período as palhetas foram colocadas em 

vapor de nitrogênio, a 5 cm do nível da lâmina de nitrogênio líquido, por 15 

minutos (LORENZONI, 2010) e posteriormente submersas em nitrogênio 

líquido, raqueadas e armazenadas em botijão criogênico. 
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Descongelamento do Sêmen:  

As palhetas foram descongeladas a 37 oC por 30 segundos 

(LORENZONI, 2010) para análise de motilidade espermática total. 

 

Colheita e Processamento do Plasma Seminal: 

Após a obtenção dos ejaculados, foram retiradas três amostras de 3 mL 

de sêmen total, que foram acondicionados em microtubos (Eppendorph®) e 

congelados imediatamente em nitrogênio líquido, para estocagem em 

ultrafreezer a -80 ºC. Para a quantificação proteica, as amostras foram 

centrifugadas a 700 g por 20 minutos a 4 ºC para que o plasma seminal fosse 

separado dos espermatozoides. 

 

Proteína Total do Plasma Seminal 

Para a realização da análise proteômica foram selecionadas duas 

amostras de plasma seminal por animal, correspondente aos sêmens que 

apresentaram alta e baixa motilidade espermática pós-descongelamento, 

totalizando 14 amostras, contendo em cada uma 500 μL de plasma seminal 

dos ejaculados selecionados. As amostras foram submetidas à centrifugação 

em microcentrífuga resfriada a 10.000 g por 10 minutos, a 4 oC, seguindo-se 

uma segunda centrifugação na mesma temperatura, a 20.000 g por 30 minutos 

para a clarificação das amostras. 

Para a análise da quantidade de proteína solúvel, foi utilizado o método 

de Bradford (1976). A curva padrão foi preparada utilizando albumina sérica 

bovina (BSA). Quantidades conhecidas da proteína padrão (BSA) foram 

adicionadas a 160 μL do reagente de Bradford a 125 % em poços de uma 
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microplaca (96 poços) de fundo chato, completando-se para o volume de 200 

μL, com água Mili-Q. A mistura foi deixada reagir em temperatura ambiente por 

10 minutos e, em seguida foi realizado a leitura da microplaca a 595 nm.  Além 

das proteínas de concentração previamente conhecida, uma triplicata foi 

realizada utilizando apenas água destilada (branco). Do resultado obtido, foi 

feita a média da absorvância das três leituras e subtraída à média da leitura do 

branco e da leitura da placa vazia.  Para a obtenção das concentrações de 

proteína do plasma seminal, o procedimento foi igual ao da obtenção da curva, 

sendo o resultado baseado na equação (Ŷ= 0,102x + 0,071; R2=0,987). 

Para determinação de proteínas, o fracionamento das amostras em 

acetona foi realizado na proporção 1:3 (v:v) por cinco horas a -20 ºC. Após a 

precipitação, as amostras foram ressuspendidas primeiramente em 100 µL de 

solução de solubilização, foram retirados 5 µL desta solução aos quais foram 

adicionados 45 µL de solução de solubilização, obtendo volume final de 50 µL, 

e a proteína total determinada. 

 
Eletroforese Bidimensional 

As amostras foram submetidas ao método de eletroforese bidimensional 

em gel de poliacrilamida (Anexo II) para identificação de seu ponto isoelétrico 

(pI) e sua massa molecular (MM), segundo protocolo do Handbooks (GE 

Healthcare, 2004). As proteínas foram separadas pelos valores de pI, por 

focalização isoelétrica, com auxílio do sistema EttanIPGphor (GE Healtcare®), 

em fitas IPG de 7 cm e gradiente de pH entre 3 e 10. Em cada fita, foram 

aplicados 120 µg de proteína. O volume final de 125 µL de amostra foi 

estabelecido como padrão para todas as fitas, sendo esse volume composto 
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de: amostra de plasma seminal, solução de reidratação (Anexo I), solução 

DeStreak e IPG buffer (GE Healtcare®). O volume de amostra foi determinado 

pela concentração obtida no teste do Bradford e o IPG buffer foi fixado em 2,5 

% do volume total, conforme recomendações do fabricante. O volume restante 

foi composto de 50 % de solução de reidratação e 50 % de DeStreak. As fitas 

foram deixadas na solução por 12 horas. Em seguida, foi realizada a 

focalização isoelétrica de acordo com as seguintes etapas: 1) 200 V por 18h; 2) 

500 V em passo único por 1 h; 3) 800 Vh em gradiente até 1.000 V; 4) 16.500 

Vh em gradiente até 10.000 V; 5) 27.000 Vh em passo único a 10.000 V. Após 

a focalização isoelétrica, as tiras foram armazenadas a – 80 ºC até o momento 

da segunda etapa da eletroforese bidimensional. 

Previamente à separação por massas, as fitas foram equilibradas em 

solução de equilíbrio (Anexo I), primeiramente adicionada de 1 % de ditiotreitol 

(DTT) e depois de 2,5 % de iodoacetamida. Em seguida, foram fixadas em gel 

de poliacrilamida a 14 % (Anexo II)  preparados no dia anterior, para garantir 

melhor polimerização da acrilamida. Para cada gel, um papel de 5 x 5 mm 

continha 15 µL do marcador de massa molecular de ampla faixa (Bioad-range, 

Bio-RAD). As fitas foram então submetidas ao sistema Minigel-TetraCell (Bio-

RAD) para separação das proteínas em duas etapas: a primeira em baixa 

amperagem (10 mA), para que as proteínas fossem forçadas a sair da fita e 

entrar no gel; a segunda, em alta amperagem (40 mA) para que as proteínas 

se deslocassem pelo gel. O processo foi realizado a 10 oC para evitar 

superaquecimento. Quando o corante chegou no limite inferior das placas, o 

sistema foi desligado e os géis foram colocados em uma solução fixadora 

(ácido acético 10 % (v:v) e etanol 40 % (v:v)) durante a noite.  
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Coloração das Proteínas e Lavagem dos géis 

Após a fixação as proteínas foram coradas pela técnica do Comassie 

Coloidal (NEUHOFF et al., 1988), os géis foram lavados com água destilada e 

estocados em solução de ácido acético a 5 %, até que fossem escaneados 

com auxilio do equipamento ImageScan (GE Healtcare®) .  

Aquisição e Análise das Imagens 

As imagens obtidas foram analisadas pelo programa ImageMaster 2D 

Platinum 6.0 (GE Healtcare®) para determinar a abundância das proteínas 

presentes nos spots, expressa em pixels. O software criou o histograma em 

pixels das imagens, definindo a distribuição dos pixels pela intensidade. O 

histograma determinou a cor ou a intensidade de cinza usada para exibir cada 

pixel na imagem. A abundância relativa das proteínas dos spots foi expressa 

como percentagem relativa, considerando 100 % como o total dos spots em 

pixels dentro de uma área definida (constante para todos os géis). Cada spot 

de proteína correspondeu a uma percentagem do total. Os spots foram 

enumerados e os dados foram utilizados para preparar um mapa das proteínas 

presentes. Spots em géis diferentes foram comparados pela sua massa 

molecular (MM) e seu ponto isoelétrico (pI) aproximados. 

Identificação de Proteínas  

Os spots de interesse foram retirados dos géis, transferidos para 

microtubos pequenos e descorados com solução de acetonitrila 50 % e 

bicarbonato de amônio 25 mM (pH 8), em três lavagens com 200 µL desta 

solução. Após a completa descoloração dos géis, a solução foi descartada e os 

géis sofreram sucessivas lavagens com 200 µL de acetonitrila por cinco 



88 
 

minutos, a acetonitrila foi removida e as amostras foram desidratadas em 

SpeedVac por cinco minutos.  

As amostras foram reduzidas usando 100 µL de DTT 65 mM, por 30 

minutos a 56 ºC, e alquiladas com 100 µL de iodoacetamida 200 mM por 30 

minutos. Seguindo-se sucessivas lavagens com 200 µL de bicarbonato de 

amônio (Ambic) 100 mM por 10 minutos fazendo uso de vórtex, seguidas de 

desidratações com 200 µL de acetonitrila 100 % (vortex). Na sequência, os géis 

foram secos no speedVac por cinco minutos. 

Os géis foram então tripsinizados com solução contendo 12 ng/µL de 

tripsina (Sequencing Grade Modified Tripsin (Promega®)), 40 mM Ambic, 10 % 

de acetonitrila, a 37 °C por 16-24 horas. Os pepitídios foram extraídos com 

ácido fórmico 5 % e acetonitrila 50 %, a amostra foi seca e ressuspendida em 

solução matriz ácido α-Ciano-4-hidroxicinâmico, na proporção 1:1 (5 mg de 

matriz + 250 µL de acetonitrila a 100 % + 50 µL de TFA 3 % + 200 µL de H2O 

Mili-Q),  

As proteínas foram identificadas por espectrometria de massa em 

equipamento MALDI-TOF/TOF utilizando o software Mascot Daemon para a 

busca em banco de dados. A base de dados UniProt (SWISSPROT, NCBI, 

Equidae) foi consultada para identificar as proteínas. A validação dos 

resultados foi realizada usando-se o SCAFOLD As amostras não validadas 

pelo SCAFOLD foram analisadas pelo programa flexAnalysis (BRUKER®) e 

por sequenciamento “de novo” dos espectros de MS2. 
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ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Análises descritivas foram efetuadas para todas as carcterísticas 

estudadas. Foi utilizada a análise de variância (ANOVA), e comparação das 

médias pelo teste F. Análise não paramétrica com teste de Wilcoxon foi 

realizada para comparações da motilidade espermática entre grupos de 

congelablidade, com significância de 5%. Correlacões Simples de Person ou de 

Spearman foram efetuadas entre todas as características estudadas. Analise 

de regressão foi efetuada para estudar o comportamento da motilidade 

espermática de acordo com o volume percentual. O programa estatístico 

utilizado foi o SAEG 9.1 (SAEG/UFV, 2007).  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

No presente estudo foram observadas prevalência de algumas proteínas 

tanto nos géis correspondentes aos ejaculados de alta e de baixa motilidade 

pós-descongelamento, com padrão de distribuição dos spots proteicos nos 

géis. Correlação de r=0,85 foi observada da motilidade espermática pós-

descongelamento com o grupo de ejaculados de alta motilidade pré-

congelamento (P<0,05). As análises proteômicas foram realizadas 

considerando cada animal como uma repetição biológica, os grupos dos sete 

géis de alta e baixa motilidade espermática pós-descongelamento foram 

comparados e não se verificou diferenças em relação à densidade ópticas para 

as proteínas HSP1 e calicreína (P>0,05), porém houve diferença (P<0,05) para 

as proteínas CRISP3 com valores médios maiores registrados para o grupo de 

baixa motilidade espermática pós-descongelamento (Tabela 1). 
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A identificação dos constituintes proteicos do plasma seminal pode ser 

considerada uma análise diferencial e complementar, que associada aos testes 

usualmente empregados nas avaliações andrológicas, podem elucidar grande 

variação individual na congelabilidade do sêmen na espécie equina e ainda 

podem ser utilizadas como biomarcadores de fertilidade.  

Com o intuito de melhorar a motilidade espermática pós-

descongelamento e reverter possíveis danos causados à membrana 

espermática durante o processo de criopreservação, amostras de plasma 

seminal de animais classificados como “bons congeladores” de sêmen vêm 

sendo adicionadas a amostras de animais considerados “maus congeladores” 

(NEUHAUSER et al.,2014; MORRELL et al., 2014; SABATINI et al., 2014; 

NEUHAUSER et al., 2015). Segundo os autores, há algum componente 

presente no plasma, talvez de origem proteica, que possa estar relacionado à 

melhora no processo de criopreservação. 

No presente estudo, ao avaliar o perfil protéico do plasma seminal nos 

géis dos plasmas seminais de sêmens de alta e baixa motilidade pós-

descongelamento de cada animal, não foram observados spots 

diferencialmente expressos, porém foram observadas mudanças de expressão 

proteica em alguns spots, possivelmente, por mudanças pós traducionais. As 

60 amostras analisadas por MS, apresentaram massa molecular variando de 8 

a 35 kDa e pI de 3,0 a 10,0 (Tabela 4). Esses dados corroboram os valores 

descritos em estudos anteriores, que demostram que as proteínas presentes 

no plasma seminal equino apresentam baixa massa molecular. Segundo 

Töpfer-Petersen et al. (2005) as proteínas provenientes do plasma seminal 

equino apresentam massas entre 14 e 30 kDa. Zahn (2006) também observou 



91 
 

em garanhões de diferentes raças a porção mais expressiva de proteínas na 

faixa abaixo de 30 kDa. 

Em todos os géis analisados (alta e baixa motilidade espermática pós-

descongelamento) foram observadas bandas proteicas com alta abundância: 

spots 9 (29,5 kDa, pI 9,83) 10 (29,2 kDa, pI 10,0), 14 ( 29,9 kDa, pI 9,17), 18 

(30,2 kDa, pI 9,53), 24 ( 22,1 kDa, pI 9,28), 26 (22,1 kDa, pI 9,28), 30 (21,9 

kDa, 9,73 pI), 30-A (35,0 kDa, pI 8,33), 35 ( 35,6 kDa, pI 9,16) e 39 ( 36,7 kDa, 

pI 3,98)  (Tabela 2), identificadas e validadas pelo SCAFOLD ou por 

ferramentas computacionais como CRISP3. Em relação a esta proteína, foram 

observadas diferenças para o grupo de baixa motilidade espermática pós-

descongelamento (P< 0,05; tabela 1); correlação entre a motilidade 

espermática e os grupos de alta e baixa motilidade espermática pós-

descongelamento (r= -0,99); correlação entre a porcentagem volume dos spots 

(%V) e os grupos de alta e baixa motilidade espermática pós-descongelamento 

(r= 0,61) e correlação entre a motilidade espermática pós-descongelamento e a 

porcentagem volume dos spots (%V; r= -0,69) com comportamento linear (Ŷ= 

3, 5388 - 0,4066 X;  R2= 0,48; P< 0,02) onde Ŷ= valor estimado da motilidade 

espermática pós-descongelamento e X= volume percentual dos spots. 

 Segundo Schambony et al. (1998a) a CRISP-3 (HSP-3 horse seminal 

plasma protein) é a principal proteína do plasma seminal equino. Sua 

ocorrência não se restringe apenas aos epidídimos, seu gene é 

predominantemente expresso nas ampolas dos ductos deferentes e ao longo 

dos orgãos genitais masculinos (e ainda nas glândulas salivares) contribuindo 

assim, para a alta concentração desta proteína (1 mg/mL) no plasma seminal 

desta espécie. Quantidades superiores de CRISP3 foram positivamente 
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relacionadas com a taxa de concepção no primeiro ciclo por Novak et al. (2010) 

e poderia ser considerado um bom marcador de fertilidade em equinos.  

Esta proteína (HSP3) apresenta a particularidade de liberação da 

membrana plasmática (ao menos parcialmente) por meio de lavado das células 

espermáticas e por isto foi proposto que poderia possuir alguma função nos 

orgãos genitais da fêmea (TÖPFER-PETERSEN et al., 2005). Para Doty et al. 

(2011) a CRISP3 participa da remoção dos espermatozoides nos órgãos 

genitais feminino por meio da regulação da ligação de polimorfonucleares aos 

espermatozoides.  Segundo Magdaleno et al. (1997) a CRISP 3 é constituída 

por cadeia de polipeptídeo não glicosilado, com massa molecular de 24,99± 3 

kDa e pI de 8-9, sua concentração em diferentes garanhões pode atingir de 0,3 

a 1,3 mg/mL de plasma seminal. A presença desta proteína na região pós 

acrossomal e na porção média da cabeça de espermatozoides sugere papel 

importante na fisiologia espermática. 

Hamman et al. (2007) em estudo avaliando garanhões Hanoverianos, 

identificaram 52 novos sítios de polimorfismos da CRISP3. Entretanto, um 

polimorfismo não sinônimo E208K (mutação que leva à troca de aminoácidos 

nessa posição de ácido glutâmico para lisina) no gene da CRISP3 foi detectado 

e associado à fertilidade em garanhões. Animais heterozigotos para este 

polimorfismo genético obtiveram taxas de prenhez por ciclo, 7 % mais baixas 

do que animais homozigotos para esta mutação. Possivelmente uma troca não 

conservativa de ácido glutâmico para lisina nessa região da CRISP-3 pode 

induzir à alteração de suas propriedades de ligação proteína-proteína, podendo 

subsequentemente afetar a fertilidade do macho. É possível supor que o 

polimorfismo entre os genes CRISP-3 no equino pode afetar a função da 
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proteína. De acordo com os autores, os genes que codificam a proteína 

CRISP3 são candidatos promissores a indicadores de fertilidade. No presente 

estudo não foi possível visualizar a substituição do ácido glutâmico para lisina 

na posição E208K. 

Jobim et al. (2003) observaram a presença de CRISP 3 em 70 % dos 

animais de alta qualidade seminal e a ausência desta proteína nos animais de 

baixa congelabilidade. No entanto, Zahn (2006) não observou diferenças na 

quantidade desta proteína entre os grupos de congelabilidade. Entretanto, 

assim como no trabalho de Jobim  et al. (2003), a CRISP3 esteve presente em 

todos os animais de alta congelabilidade, sendo 62,5 % dos animais de média 

congelabilidade e 71,4 % dos animais de baixa congelabilidade. Em outro 

estudo avaliando a congelabilidade de garanhões, Jobim et al. (2011) 

observaram diferenças quanto a presença de CRISP 3 nos animais de alta 

congelabilidade, em que a proteína apresentou massa de 80-85 kDa e pI de 

7,54. Entretanto, nos animais de baixa congelabilidade esta proteína foi 

encontrada com massa de 25 kDa e pI 7,54. Esse resultado corrobora com o 

presente estudo, demostrando que a CRISP3 com baixa massa molecular (22-

30 kDa) estão presentes de forma significativa em animais de baixa motilidade 

espermática pós-descongelamento. Foram visualizadas algumas modificações 

no padrão dos spots das CRISP3 demonstrando que esta proteína pode ter 

sofrido mudanças pós traducionais. Não foram observadas CRISP3 com alta 

massa molecular, sugestivo de alta congelabilidade como descrito pelos 

autores acima. Para Magdaleno et al. (1997) as proteínas da família CRISP 

participam da proteção à célula espermática, o que também justifica no 
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presente estudo a presença desta proteínas em todos os géis de alta e baixa 

congelabilidade. 

De acordo com Töpfer-Petersen et al. (2005) os membros da CRISP 

parecem estar envolvidos nos processos de espermiogênese (CRISP2), 

maturação dos espermatozoides, capacitação espermática (CRISP1) e 

interação espermatozoides-zona pelúcida (CRISP1), porém, em relação a 

congelabilidade e mudanças pós traducionais em situações de estress como a 

criopreservação, pouco foi elucidado. 

Os Spots1 (17,2 kDa, pI 8,83), 4A e 4B (25,6 kDa, pI 7,83), 5 (21,1 KDa, 

pI 4), 6 (18,6 KDa, pI 4), 7 (19 KDa,pI 3), 8 (16,9 kDa, pI 3,48), 11 ( 18,2 kDa, pI 

6,6), 12 ( 24,9 kDa, pI 8,95), 13 (28,0 kDa, pI 9,38), 19 (13, 4 kDa, pI 7,2) 20 

(37,3 KDa, pI 3), 21 (35,2 KDa, pI 3), 22 (26,9 kDa, pI 3,32), 23 (23,7 kDa, pI 

3,43), 27 (21 kDa, pI 4,69), 28 (20,6 kDa, pI 5,51), 31 (22,4 kDa, pI 9,94), 31A 

(25,2 kDa, pI 3,77), 34 (13,8 kDa, pI 7,74) 36 (15 KDa,pI 7), 38 (18,6 KDa, pI 

4,94), 39 (36,7 kDa, pI 3,98), 40 (10,9 kDa, pI 4,78), 41 (21,3 kDa, pI 6,03), 42 

(28,5 kDa, pI 8,66), 43 (27 kDa, pI 8,67), 44 (15,4 kDa, pI 7,35), 45 (17,6 kDa, 

pI 6,16), 46 (20,4 kDa, pI 6,2), 47 (16,2 kDa, pI 5,3), 48 (23,9 kDa, pI 3,49), 49 

(17,4 kDa, pI 4,65), 50 (17,2 kDa, pI 4,11), 52 (9,4 kDa, pI 4,3), 53 (16,9 kDa, pI 

7,92), 54 (14,9 kDa, pI 3,26), 54-1 (13,8 kDa, pI 3,01) e 56 (8,9 kDa, pI 4) 

(Tabela 2) foram identificadas e validadas pelo SCAFOLD ou por ferramentas 

computacionais como HSP1 (SP1) presente em todos os géis analisados. Em 

relação a HSP1 foi observada apenas correlação entre a motilidade 

espermática e os grupos de alta e baixa motilidade espermática pós-

descongelamento (r=-0,88) e não houve correlação da mesma com as demais 

características estudadas.  
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Segundo Töpfer-petersen et al. (2005) as HSP1 são as proteínas mais 

abundantes no plasma seminal equino, correspondendo a 70–80 % do total de 

proteínas, e são homólogas equinas das principais proteínas de ligação à 

heparina do bovino (BSP) estando envolvidas na capacitação espermática 

(TÖPFER-PETERSEN et al., 2005).  

A grande abundância proteíca de HSP1 observada tanto nas amostras 

de alta congelabilidade quanto nas de baixa congelabilidade do presente 

estudo, corrobora aos autores citados acima, demonstrando a grande 

distruibuição desta proteína no plasma seminal equino, entretanto, não foram 

encontradas associações desta proteína com a congelabilidade neste estudo. 

Para MATTOS et al. (2004) as homólogas a HSP1 (as BSPs) podem conferir 

maior proteção para as propriedades da membrana espermática durante o 

processo de congelamento do sêmen na espécie bovina e GREUBE et al. 

(2004) demonstraram que o padrão de interações das proteínas HSP-1/2 com 

a membrana plasmática dos espermatozoides é similar ao das BSP-A1/A2 

(PDC- 109) o que justificaria a grande abundância destas proteínas no plasma 

seminal e sugere ainda um caráter de proteção as células espermaticas de 

garanhões da raça Mangalarga Marchador. 

Nauc e Manjunath (2000) observaram diminuição de 70 – 80 % na 

concentração das proteínas BSP ligadas à membrana espermática depois da 

criopreservação do sêmen, demonstrando a ocorrência de modificações na 

membrana dos espermatozoides durante o congelamento, as quais podem 

alterar as propriedades da membrana, levando à capacitação prematura dos 

espermatozoides após o descongelamento. Para estes autores, a maior 

concentração desta proteína no plasma seminal, como foi observada nas 
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amostras dos reprodutores de alta e baixa congelabilidade no presente estudo, 

podem conferir maior preservação das propriedades da membrana espermática 

durante o processo de congelamento do sêmen, mesmo que não tenha sido 

observado diferenças no presente estudo. 

As bandas proteicas 15 (26,8 kDa, pI 5,55), 16 (29,8 kDa, pI 5, 06), 17 

(27,4 kDa, pI 5,06), 29 (15, 8 kDa, pI 5,56), 32 ( 27,8 kDa, pI 7,68), 33 ( 25,1 

kDa, pI 7,74) e 37 (24 KDa, pI 6,2) foram identificadas e validadas pelo 

SCAFOLD ou por ferramentas computacionais como calicreína 2 (Tabela 2). 

Em relação a KLK2 não houve diferença dos valores médios obtidos no 

percentual de volume dos spots nos grupos de alta e baixa motilidade pós-

descongelamento (P>0,05; tabela 1) e houve correlação da motilidade 

espermática com os grupos de alta e baixa motilidade espermática pós-

descongelamento (r=-0,86) as demais correlações foram consideradas não 

significativas (%V x motilidade espermática x motilidade espermática pós-

descongelamento). 

A calicreína específica prostática é membro da família do gene da 

serina-protease, que foi inicialmente descoberta no sêmen e considerado como 

marcador sérico de maior utilidade para o diagnóstico e prognóstico do câncer 

de próstata (CARVALHO et al., 2002). As serina-proteases purificadas do 

plasma seminal equino possuem extensa similaridade de sequência com o 

antígeno prostático específico (PSA) em humanos. A calicreína secretada pela 

próstata do equino (HPK) aparentemente pode ser considerada similar a PSA 

humana, porém só que em equinos. A HPK foi purificada de garanhão 

reprodutivamente ativo e foi reportado que a expressão do mRNA do PSA 

aumenta com andrógenos. A sequência de aminoácidos da calicreína tem alta 
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similaridade (58 a 60 %) com o PSA humano, o PSA do macaco-rhesus e com 

a calicreína prostática humana (hK2) (HENTTU; VIHKO, 1994). Segundo 

Novak et al. (2010) a calicreína – KLK2 foi negativamente relacionada com a 

taxa de prenhez.  

A calicreína é regulada por andrógenos e secretada pela próstata, a 

quantidade de antígeno específico da próstata no soro é considerado o melhor 

marcador para o desenvolvimento de tumores prostáticos (ULMERT et al., 

2009). No presente estudo foram observados KLK2 em todas as amostras e 

nenhum animal do estudo apresentou problemas prostáticos, não houve 

correlação desta proteína com a motilidade espermática ou alta ou baixa 

congelabilidade pós- descongelamento (P>0,05) demostrando que a mesma 

não está relacionada com a congelabilidade em equínos da raça Mangalarga 

Marchador. 
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Tabela 1: Média e desvio padrão da motilidade e %V das proteínas CRISP 3, 

HSP1 e KLK2 em alta e baixa congelabilidade no plasma seminal de 

garanhões da raça Mangalarga Marchador. 

 

CONGELABILIDADE  MOTILIDADE %V 
----------------------------------------------CRISP3-------------------------------------------------

------- 
ALTA  80,0 ± 0,0 A 0,44± 0,3 B 
BAIXA  14,0 ± 5,6 B 2,85 ± 2,3 A 
-----------------------------------------------HSP1---------------------------------------------------

-------- 
ALTA   68,7 ± 11,9 A 1,5± 2,4 A 
BAIXA  20,4 ± 15,2 B 1,2 ± 2,1 A 
-----------------------------------------------KLK2---------------------------------------------------

----- 
ALTA   80,0 ± 0,0 A 1,2± 1,1 A 
BAIXA  26,0 ± 19,2 B 1,5 ± 1,9 A 
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Tabela 2: Valores de Motilidade espermática pós-descongelamento (Mot 0), 

identificação da proteína  (Ptn), Nº acesso Gi bank, Massa molecular teórica 

(MWT), Massa molecular experimental (MW E), ponto isoelétrico  teórico (pI T) 

e ponto isoelétrico  experimental (pI E) em programa de validação dos dados 

para plasma seminal de garanhões da raça Mangalarga Marchador 

 

Spots Mot 0 Ptn Nº acesso Gi MW T MW E pI T pI E Validação 

1 80% HSP1 - - 17.195 
 

8,83 
Ferramentas 

computacionais  
2 80% - - - 18.084 

 
8,18 - 

3 5% 
 

- - 34.316 
 

4,09 - 

4A- 4B 80% HSP1 - - 25.558 
 

7,83 
Ferramentas 

computacionais 
5 80% HSP1 gi|116802114 14.487 21.185 8,15 4,01 SCAFOLD 
6 80% HSP1 gi|116802114 14.487 18.609 8,15 4,08 SCAFOLD 
7 80% HSP1 gi|194215547 19.871 19.053 7,91 3,4 SCAFOLD 

8 80% HSP1 - - 16.984 
 

3,48 
Ferramentas 

computacionais 
9 10% CRISP3 gi|3023562 28.172 29.455 7,49 9,83 SCAFOLD 
10 10% CRISP3 gi|6647578 28 29.218 

 
10,0 SCAFOLD 

11 10% HSP1 gi|149722364 18.917 18.202 7,51 6,6 SCAFOLD 

12 60% HSP1 - - 24.928 
 

8,95 
Ferramentas 

computacionais 

13 10% HSP1 - - 28.043 
 

9,38 
Ferramentas 

computacionais 
14 10% CRISP3 CRIS3_HORSE 28.202 29.931 7,42 9,17 SCAFOLD 

15 40% KLK2 - - 26.880 
 

5,55 
Ferramentas 

computacionais  
16 40% KLK2 gi|1263525 29 29.854 

 
5,06 SCAFOLD 

17 40% KLK2 - - 27.465 
 

5,06 
Ferramentas 

computacionais 
18 10% CRISP3 gi|3023562 28.202 30.206 7,42 9,53 SCAFOLD 

19 40% HSP1 - - 13.433 
 

7,2 
Ferramentas 

computacionais 
20 40% HSP1 gi|194215547 19 37.301 

 
3,54 SCAFOLD 

21 40% HSP1 gi|194215547 19 35.223 
 

3,36 SCAFOLD 

22 40% HSP1 - - 26.952 
 

3,32 
Ferramentas 
computacionais 

23 40% HSP1 - - 23.751 
 

3,43 
Ferramentas 
computacionais 

24 20% CRISP3 - - 22.095 
 

9,28 
Ferramentas 

computacionais 
25 20% - - - 8.159 

 
9,3 - 

26 20% CRISP3 - - 22.095 
 

9,28 
Ferramentas 

computacionais 
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27 80% HSP1 - - 21.061 
 

4,69 
Ferramentas 

computacionais 

28 80% HSP1 - - 20.631 
 

5,51 
Ferramentas 

computacionais 
29 80% KLK2 gi|18250639 21927 15.824 5,44 5,56 SCAFOLD 

30 80% CRISP3 - - 21.930 
 

9,73 
Ferramentas 

computacionais  

30-A 80% CRISP3 - - 35.021 
 

8,33 
Ferramentas 

computacionais 

31 80% HSP1 - - 22.441 
 

9,94 
Ferramentas 

computacionais 

31-A 80% HSP1 - - 25.245 
 

3,77 
Ferramentas 

computacionais 

32 5% KLK2 - - 27.868 
 

7,68 
Ferramentas 

computacionais 

33 5% KLK2 - - 25.190 
 

7,74 
Ferramentas 

computacionais  

34 5% HSP1 - - 13.898 
 

7,74 
Ferramentas 

computacionais 

35 80% CRISP3 - - 35.576 
 

9,16 
Ferramentas 

computacionais 
36 80% HSP1 gi|149722364 18 15.095 

 
7,49 SCAFOLD 

37 80% KLK2 gi|18250639 21.927 24.474 5,44 6,2 SCAFOLD 
38 80% HSP1 gi|116802114 14 18.664 

 
4,94 SCAFOLD 

39 80% HSP1/CRISP3 - - 36.688 
 

3,98 
Ferramentas 

computacionais 

40 10% HSP1 - - 10.993 
 

4,78 
Ferramentas 

computacionais 

41 50% HSP1 - - 21.379 
 

6,03 
Ferramentas 

computacionais 

42 50% HSP1 - - 28.571 
 

8,66 
Ferramentas 

computacionais 

43 50% HSP1 - - 27.017 
 

8,67 
Ferramentas 

computacionais 
44 60% HSP1 gi|149722364 18 15.357 

 
7,35 SCAFOLD 

45 60% HSP1 - - 17.639 
 

6,16 
Ferramentas 

computacionais- 

46 60% HSP1 - - 20.411 
 

6,2 
Ferramentas 

computacionais 

47 60% HSP1 - - 16.296 
 

5,3 
Ferramentas 

computacionais 

48 60% HSP1 - - 23.976 
 

3,49 
Ferramentas 

computacionais 

49 60% HSP1 - - 17.465 
 

4,65 
Ferramentas 

computacionais 

50 60% HSP1 - - 17.208 
 

4,11 
Ferramentas 

computacionais 
51 60% 

 
- - 11.642 

 
4,92 - 

52 60% HSP1 - - 9.413 
 

4,3 Ferramentas 
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computacionais 

53 10% HSP1 - - 16.962 
 

7,92 
Ferramentas 

computacionais 

54 10% HSP1 - - 14.909 
 

3,26 
Ferramentas 

computacionais 

54-1 10% HSP1 - - 13.820 
 

3,01 
Ferramentas 

computacionais 

55 10% CRISP3 - - 31.000 
 

7,22 
Ferramentas 

computacionais 

56 40% HSP1 - - 8.990 
 

4 
Ferramentas 

computacionais 
57 40% - - - 13.433 

 
7,2 - 

58 40% - - - 25.783 
 

8,86 - 
59 40% - - - 16.687 

 
8,92 - 

60 40% - - - 9.413 
 

4,3 - 
  As ferramentas computacional utilizada foi o programa  FlexAnalysis (BRUKER®) para 

identificação de espectros de MS2 identificados pelo software Mascot Daemon 
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Figura 1. Gel bidimensional de poliacrilamida eletroforética de proteinas do 

plasma seminal equino.   

 

CONCLUSÕES 

As CRISPs 3 com baixa massa molecular (22- 30kDa) podem ser 

utilizadas como indicador de baixa congelabilidade. 

HSP1 e calicreína não se mostram eficazes como indicadores de 

congelabilidade do sêmen. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

As proteínas secretoras ricas em cisteína (CRISP3) presentes no plasma 

seminal em condições de baixa massa molecular (22- 30 kDa) se mostram 

eficazes como indicadores de baixa congelabilidade. Constituintes bioquímicos 

(cálcio, colesterol, glicose, magnésio, fósforo, proteína total, potássio e sódio), 

HSP1 e calicreína, não devem ser utilizados como biomarcadores de 

congelabilidade na espécie equina. 
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ANEXO I  

Solução de Equilíbrio 

*Quantidade suficiente para 200 mL 

 

 

ANEXO II 

Gel de poliacrilamida de 1,5 mm de espessura e 14 % T para a segunda 

dimensão da eletroforese bidimensional para uma amostra 

Gel 2D (1,0 mm) 14%  
Acrilamida:bisacrilamida  (30:0,8) 4,67 mL  
Tampão Tris-HCl pH 8,8 3,3 mL  
SDS 10% (p/V) 1,0 mL  
H2O deionizada 1,9 mL  
* Persulfato de Amônio 10% 120 µL  
* TEMED 10 µL  
* Adicionar por último, pois são os catalisadores da reação. 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Conc. final Quantidade 
Ureia (PM = 60,06) 
 

6 M 72,1 g 

Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 
 

75 mM 10,0 mL 

Glicerol (87%, v/v) 
 

29,3% 69 mL 

SDS  
 

2% 4,0 g 

Azul de bromofenol 1% (p/v) 
 

0,002% 400 µL 

H2O Milli-Q 
 

q.s.p.* Para  200 mL 
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ANEXO III  

Gel bidimensional de poliacrilamida após separação eletroforética de 

proteinas do plasma seminal equino de doadores de sêmen classificados como 

de alta (esquerda) e baixa (direita) congelabilidade dos animais nomeados de 

A1 a A7.   
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ANEXO IV  

Parecer de aprovação do Comitê de Ética 

 

 

 


