
  
ÂNGELA VALÉRIA COELHO TEIXEIRA               

ESTUDO DOS PARÂMETROS ESPERMÁTICOS E DAS PROTEÍNAS 
SEMINAIS DE CAPRINOS DA RAÇA ANGLO-NUBIANA NO 

NORDESTE DO BRASIL            

Dissertação apresentada ao Curso de 

Mestrado em Zootecnia da Universidade 

Estadual Vale do Acaraú, como requisito 

parcial para obtenção do grau de Mestre em 

Zootecnia.  

Área de Concentração: Manejo Reprodutivo. 

Orientadora: Dra. Ângela Maria Xavier Eloy            

SOBRAL 
CENTRO DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS E BIOLÓGICAS-UVA 

EMBRAPA CAPRINOS 
2008 



                                                              

Teixeira, Ângela Valéria Coelho   
  Estudo dos parâmetros espermáticos e das proteínas seminais 

de caprinos da raça Anglo-Nubiana no Nordeste do Brasil./ 
Ângela Valéria Coelho Teixeira- Sobral: UVA / Centro de 
Ciências Agrárias e Biológicas, 2008.  

  61 f.: il.  

Orientadora: Ângela Maria Xavier Eloy 
Dissertação (Mestrado) - UVA, Centro de Ciências Agrárias e 

Biológicas, Programa de Pós-Graduação em Zootecnia, 
Embrapa Caprinos, 2008. 
1-. Sêmen. 2. Plasma seminal. 3. Proteínas I. Eloy, Ângela Maria 
Xavier. II Universidade Estadual Vale do Acaraú. III Título    

CDD 636.39 



ANGELA VALÉRIA COELHO TEIXEIRA         

ESTUDO DOS PARÂMETROS ESPERMÁTICOS E DAS PROTEÍNAS 
SEMINAIS DE CAPRINOS DA RAÇA ANGLO-NUBIANA NO  

NORDESTE DO BRASIL   

Dissertação apresentada ao Curso de Mestrado 

em Zootecnia da Universidade Estadual Vale 

do Acaraú, Como requisito parcial para 

obtenção do grau de Mestre em Zootecnia. 

Área de Concentração: Manejo Reprodutivo. 

Orientadora: Dra. Ângela Maria Xavier Eloy   

Dissertação defendida e aprovada em 14 de março de 2008 
    Pela Comissão Examinadora constituída por:   

BANCA EXAMINADORA    

_________________________________________ 
Dra. Ângela Maria Xavier Eloy 

ORIENTADORA (EMBRAPA-CNPC)   

____________________________________________ 
Dr. Raymundo Rizaldo Pinheiro 

CO-ORIENTADOR (UVA)   

____________________________________________ 
Dr. Arlindo de Alencar Araripe Noronha Moura 

CONSELHEIRO (UFC)    

___________________________________________ 
 Dr. Diônes Oliveira Santos  

CONSELHEIRO (UVA) 



 

4     

Ao meu esposo, Marcílio, por todo o amor e carinho. Por nunca me deixar 
desistir, mesmo diante dos maiores desafios,        

OFEREÇO           

Aos meus pais Custódio e Maria do Carmo, pelo amor, estímulo, exemplo de 
vida que só uma família pode dar. 

Aos meus irmãos, Jany, Márcia, Marta, Custódio, Neto e Efigênia, pela 
solidariedade constante,         

DEDICO  



 

5 

AGRADECIMENTOS  

A Deus, por sempre estar olhando e guiando meus passos, nunca me deixando 
desistir frente aos obstáculos.  

À minha família, por todo amor, dedicação e incentivo durante esta jornada.  

A minha orientadora e Pesquisadora da Embrapa Caprinos Dra.Ângela 
Maria Xavier Eloy pela confiança e orientação que me foram transmitidas.  

Ao João Ricardo Furtado pelo enorme apoio e dedicação durante essa temporada e 
pela participação imprescindível neste experimento.  

Ao co-orientador e Pesquisador da Embrapa Caprinos Dr.Raymundo 
Rizaldo pelas sugestões e correções da tese.  

Ao Pesquisador da Embrapa Caprino Dr .Diônes  Oliveira Santos, pelos 
ensinamentos profissionais e de vida que me foram transmitidos.  

A todos os professores do Departamento de Zootecnia da Universidade Estadual 
Vale do Acaraú (UVA) pelos ensinamentos passados durantes esses dois anos.  

Ao Pesquisador da Embrapa Caprino Dr. Marcelo Alves de Araújo pelo 
auxilio e interpretação das análises estatísticas.  

Aos Laboratoristas, José Nóbrega Medeiros, Helena Araújo e Osmarilda Maria 
Machado Alves por viabilizarem a realização das análises do sêmen e análises de 
proteínas.  

Aos manejadores, Francisco Teixeira e Carlos Ramalho pela colaboração 
prestada.  

À Fundação Cearense de Apoio ao Desenvolvimento Científico e Tecnológico 
– FUNCAP, pelo apoio financeiro.  

A todos os meus colegas, Almir, Luciana, Tallita, Tony, Mauricio, Humberto do 
Departamento de zootecnia que compartilharam comigo as experiências e dificuldades 
vividas nessa jornada.  

As minhas amigas Alzira, Roberta, Lisa, Michelline, pela amizade e carinho.  

Ao Ricardo, funcionário da FUNCEME pela amizade e cooperação.  

Ao programa de Pós-Graduação em Zootecnia, – da UVA pela formação durante 
esse Curso. 



 

6 

EPIFASE                                            

“Há homens que lutam um dia e são bons”. 
Há outros que lutam um ano e são melhores.  

Há os que lutam muitos anos e são muito bons. 
Porém, há os que lutam toda a vida. 

“Esses são os imprescindíveis.”   

Bertolt Brecht.  



 

7 

SUMÁRIO  

LISTA DE TABELAS...................................................................... 9 
LISTA DE GRÁFICOS................................................................... 10 
LISTAS DE FIGURAS.................................................................... 11 
LISTA DE ABREVIATURAS........................................................ 12 
RESUMO.......................................................................................... 13 
ABSTRACT...................................................................................... 14 

Capítulo I  1- INTRODUÇÃO GERAL............................................................ 16 
Capítulo II  2- REVISÃO DE LITERATURA................................................... 18 

2.1- Sêmen........................................................................................ 18 
2.1.1- Espermatozóide...................................................................... 18 
2.2- Plasma Seminal.......................................................................... 19 
2.2.1- Composição do plasma seminal.............................................. 19 
2.2.2- Função do plasma seminal....................................................... 20 
2. 3- Proteínas.................................................................................... 20 
2.3.1- As proteínas e suas funções sobre os espermatozóide............ 20 
3.2- Métodos de estudos das proteínas............................................. 22 
4.0- REFERÊNCIAS........................................................................ 23  

Capítulo III EXPERIMENTO 1  
Mapeamento eletroforético das proteínas seminais ao longo do ano 
de caprinos da raça Anglo-Nubiana no Nordeste do Brasil. 
1.1- RESUMO.................................................................................. 31 
1.2- ABSTRACT.............................................................................. 31 
1.3- INTRODUÇÃO........................................................................ 32 
1.4- MATERIAL E MÉTODOS...................................................... 33 
1.4.1- Dosagem de proteínas totais................................................... 33 
1.4.2- Eletroforese unidimensional.................................................... 34 
1.4.3- Análise estatística.................................................................... 34 
5- RESULTADOS E DISCUSSÕES............................................... 34 
1.6- CONCLUSÃO.......................................................................... 39 
1.7- REFERÊNCIAS........................................................................ 39 

Capítulo IV  EXPERIMENTO 2 
Variação sazonal dos parâmetros e das proteínas seminais de 
caprinos da raça Anglo-Nubiana no Nordeste do Brasil 
1.1- RESUMO................................................................................. 43 
2- ABSTRACT................................................................................. 43 
1.3- INTRODUÇÃO........................................................................ 44 
1.4- MATERIAL E MÉTODO......................................................... 45 
1.4.1- Avaliação do sêmen................................................................ 46 
1.4.2- Analise estatística................................................................... 46 
1.5- RESULTADOS E DISCUSSÕES............................................ 47 
1.6- CONCLUSÃO.......................................................................... 51 
1.7- REFERÊNCIAS........................................................................ 52 
5 - CONCLUSÕES.......................................................................... 55 



 

8 

6- ANEXOS 
Anexo 1............................................................................................ 56 
Anexo 2............................................................................................ 57 
Anexo 3............................................................................................. 58 
Anexo 4............................................................................................. 59       



 

9 

LISTA DE TABELAS  

Capítulo III  Experimento 1. 
TABELA 1- Dados meteorológicos referente ao período de 
abril/2006 a março /2007..................................................................... 33  

TABELA 2 -Freqüência das bandas protéicas agrupadas de acordo 
com a massa molecular, em gel SDS-PAGE a 12% ao longo dos 
meses do ano do plasma seminal de caprinos da raça Anglo-Nubiana 
no Nordeste do Brasil.......................................................................... 37  

Capítulo IV Experimento 2 
TABELA 1-Dados meteorológicos referente ao período chuvoso 
(abril, maio) e seco (outubro, novembro) ............................................ 45  

TABELA 2- Distribuição das médias de volume, concentração do 
sêmen, aspecto, vigor e motilidade observadas nos ejaculados nos 
períodos chuvoso e seco em caprinos da raça Anglo-Nubiana no 
Nordeste do Brasil .............................................................................. 47  

TABELA 3- Distribuição das bandas protéicas de acordo com a 
massa molecular nos períodos chuvoso (abril e maio) e seco (outubro 
e novembro) em caprinos da raça Anglo-Nubiana no Nordeste do 
Brasil..................................................................................................... 50      



 

10

 
LISTA DE GRÁFICOS  

Capítulo III Experimento 1.  

GRÁFICO 1 - Média das concentrações de proteínas totais do 
plasma seminal de caprinos da raça Anglo-Nubiana ao longo 
do ano no semi-árido do Nordeste do Brasil .............................. 34  

GRÁFICO 2 - Distribuição das bandas protéicas de acordo 
com a massa molecular ao longo do ano no plasma seminal de 
caprinos da raça Anglo-Nubiana no semi-árido do Nordeste do 
Brasil .......................................................................................... 36  

GRÁFICO 3 - Distribuição do número de bandas protéicas 
em gel de SDS-PAGE do plasma seminal de caprinos da raça 
Anglo-Nubiana ao longo do ano no semi-árido do Nordeste no 
Brasil .......................................................................................... 36  

Capítulo IV Experimento 2.  

GRÁFICO 1 - Média das proteínas totais do plasma seminal 
de caprinos da raça Anglo-Nubiana no período chuvoso (abril, 
maio) e seco (outubro, novembro) no semi-árido do Nordeste 
do Brasil ..................................................................................... 48  

GRÁFICO 2 - Massa molecular (kDa) das bandas protéicas 
presentes no plasma seminal de caprinos da raça Anglo-
Nubiana no período chuvoso (abril e maio) e seco (outubro e 
novembro) na região semi-árida do Nordeste do 
Brasil........................................................................................... 50  

GRÁFICO 3 - Massa molecular (kDa) das bandas protéicas 
presentes no plasma seminal de caprinos da raça Anglo-
Nubiana no período chuvoso (abril e maio) e seco (outubro e 
novembro) na região semi-árida do Nordeste.do 
Brasil........................................................................................... 50   



 

11

  
LISTA DE FIGURAS  

Capítulo III Experimento 1.  

FIGURA 1 - Gel de acrilamida 12% SDS-PAGE do plasma 
seminal de caprinos da raça Anglo-Nubiana nos meses de 
maio, julho, setembro, novembro, janeiro e março..................... 35  

FIGURA 2 - Gel de acrilamida 12% SDS-PAGE do plasma 
seminal de caprinos da raça Anglo-Nubiana nos meses de 
abril, junho, agosto, outubro, dezembro e fevereiro................... 35   

Capítulo IV Experimento 2.  

FIGURA 1 - Gel de acrilamida 12% SDS-PAGE do plasma 
seminal de caprinos da raça Anglo-Nubiana nos meses de 
abril, maio, outubro e novembro................................................. 49     



 

12

  
LISTA DE ABREVIATURAS   

µm – micrômetro  

µg – micrôgrama  

µl- microlitro   

C° – graus Celsius  

CV – coeficiente de variação  

 DP – desvio padrão  

g – grama  

g/mL – grama por mililitro  

GAs – glândulas sexuais acessórias  

m – metro  

mL – mililitro mm   

mm/ano – milímetro por ano p – nível de significância  

r – coeficiente de correlação de Pearson  

R² – coeficiente de determinação do modelo de regressão  

H3PO4- ácido fosfórico  

kDa Kilodaltons  

NaOH – Hidróxido de Sódio  

pI – Ponto isoelétrico  

SDS -Dodecil Sulfato de sódio  

TEMED- Tetrametilenodiamina   



 

13

 
RESUMO  

O presente trabalho teve como objetivo estudar as proteínas seminais e os 
parâmetros espermáticos e sua relação com os períodos chuvoso e seco, bem como 
observar a distribuição das bandas protéicas ao longo do ano e nos períodos chuvoso e 
seco em caprinos da raça Anglo-Nubiana n a região semi-árido do Nordeste do Brasil. O 
primeiro estudo foi voltado para o mapeamento das proteínas e bandas protéicas ao 
longo do ano. Foram utilizados cinco machos caprinos da raça Anglo-Nubiana e feitos 
pool do plasma seminal de todos os animais de cada mês, correspondendo ao período de 
um ano, sendo o mesmo submetido à eletroforese unidimensional (SDS-PAGE). As 
proteínas seminais apresentaram variação significativa (P<0,05) entre os meses do ano. 

As massas moleculares das bandas protéicas variaram de 12 kDa a 150 kDa, 
sendo as   bandas de massas moleculares abaixo de 50 kDa as mais freqüentes   ao longo 
do ano, vindo em seguida as bandas com valores entre 50 e 100 kDa e por último, as de 
massa acima de 100 kDa. Foram encontradas de 13 a 16 bandas protéicas nas amostras 
analisadas nos géis, sendo que todos os géis referentes à cada mês do ano não 
apresentaram menos de 13 bandas protéicas. Observou-se também que o maior número 
de bandas ocorreu nos meses de setembro e novembro. Observou-se distribuição 
uniforme, ao longo do ano, de bandas protéicas de massas moleculares que podem estar 
relacionadas com as proteínas ligadas à fertilidade, indicando possivelmente não 
variação na capacidade fecundante do sêmen ao longo do ano. Bandas protéicas que 
podem estar relacionadas com as proteínas identificadas como ligadas ao colesterol, 
apresentaram menor uniformidade, sugerindo períodos de maiores e menores 
congelabilidade ao longo do ano. A segunda etapa do trabalho visou estudar a 
sazonalidade dos parâmetros espermáticos, das proteínas seminais e a distribuição das 
bandas protéicas nos períodos chuvoso e seco. Utilizaram-se cinco caprinos da raça 
Anglo-Nubiana cujo sêmen foi colhido, em vagina artificial, durante os períodos 
chuvoso (abril e maio) e seco (outubro e novembro) e foram avaliados os parâmetros 
espermáticos (aspecto, volume, concentração, motilidade e o vigor). O volume, a 
concentração e o aspecto apresentaram diferença estatística (P<0,05) entre os períodos 
chuvosos e secos, enquanto o vigor e a motilidade não apresentaram diferença 
estatística (P>0,05). A quantidade de proteínas totais no plasma seminal apresentou 
diferença estatística significativa (P<0,05) entre os períodos chuvoso e seco, 
apresentando média de 32,9 ± 0,79 µg/µl no período chuvoso e 14,43 ± 4,8 µg/µl no 
período seco. A temperatura apresentou correlação positiva moderada (r = 0,48) com o 
aspecto e com a concentração de proteínas (r = 0,52). A umidade apresentou correlação 
positiva moderada (r = 0,45) com o volume e com as proteínas totais (r= 0,50) e 
correlação negativa moderada (r= -0,58) com o aspecto e com a concentração 
espermática (r= -0,67). O volume apresentou correlação negativa moderada (r= -0,57) 
com o aspecto e com a concentração (r= -0,56) e correlação positiva moderada (r= 0,68) 
com as proteínas totais. A pluviosidade não apresentou correlação com os parâmetros 
seminais, no entanto, sua interferência provavelmente ocorra indiretamente através da 
umidade do ar e também por estimular o crescimento das pastagens, proporcionando 
maior oferta de alimentos. Segundo estes dados, conclui-se que os parâmetros 
espermáticos (aspecto, volume e concentração) sofrem influência da estação do ano no 
semi-árido, enquanto a motilidade e o vigor não sofrem. Como a variação não é grande, não 
afetando a qualidade do sêmen, os machos caprinos podem ser usados na reprodução nos 
períodos seco e chuvoso no semi-árido do Nordeste. Também as proteínas plasmáticas dos 
caprinos sofrem influência das estações seca e chuvosa no Nordeste do Brasil. Como a 
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distribuição das bandas protéicas apresenta variação nos períodos chuvoso e seco, e como 
as bandas de massas moleculares possivelmente relacionadas às proteínas ligadas à 
fertilidade encontram-se presentes nos dois períodos, enquanto uma banda possivelmente 
relacionada à congelação do sêmen está presente unicamente no período seco, leva-nos a 
sugerir que o caprino da raça Anglo-Nubiana pode ser usado em estações reprodutivas ao 
longo do ano e que para congelação de sêmen, recomenda-se seu uso no período seco, fato 
esse também observado na literatura.       

Palavras-chave: Sêmen, Plasma seminal,  Proteínas.     

ABSTRACT  

The present work had the objective to study the seminal proteins and spermatic 
parameters and its relation to rainy and dry season, as well to observe the proteins bands 
distribution along of the year and in the rainy and dry periods in Anglo-Nubian goats 
from Northeast  of Brazil. The first study intended to map the proteins bands along the 
year. It were used five Anglo-Nubian male goats and the pool of plasma samples from 
each animal from each month, during a year, were submitted to one dimension 
electrophoresis (SDS-PAGE). The seminal proteins showed significant (P<0,05) 
variation between the months of the year. The mass molecular bands varied from 12 
kDa to 150 kDa being the mass molecular  bands  below 50 kDa the most numerous 
along the year, following by the bands with values between 50kDa and 100 kDa and 
finally the bands upper 100 kDa. It were found proteins bands of 13 kDa to 16 kDa in 
samples analysed from gels, being all gels concerning to each month of the year didn’t 
show less than 13 bands. Is was observed also that the most numerous bands happened 
at September and November. Also it was observed the uniforme distribution along the 
year of mass molecular bands that can be related to proteins linked to fertility indicating 
that there no semen fecundity variation along the year in goats from semiarid area.  

Proteins bands that can be related to proteins identified as involved to 
cholesterol, showed minor uniformed distribution suggesting periods more suitable and 
less suitable to semen cry preservation along the year. The second study aimed to study 
the seasonality of the spermatic parameters, seminal proteins and distribution of proteins 
bands in rainy and dry periods. It were used five Anglo-Nubian goats which semen were 
collected through artificial vagina during the rainy (April and May) and dry (October 
and November) periods in which it were evaluated the spermatic parameters (aspect, 
volume, concentration and vigor). The volume, concentration and aspect showed 
statistical difference (P<0,05) between the rainy and dry periods, while the vigor and 
motility didn’t show statistical difference (P>0,05). The total proteins in seminal plasma 
showed statistical difference (P<0,05) between the rainy and dry periods showing media 
of 32,9 ± 0,79 µg/µl in rainy 43 ± 4,8 µg/µl and dry periods. The temperature showed 
positive moderate correlation (r= 0,48) with aspect and with proteins concentration (r= 
0,52). The humidity showed positive moderate correlation (r = 0,45) with volume and 
with total proteins (r= 0,50) and negative moderate correlation (r= -0,58) with aspect 
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and with spermatic concentration (r= -0.67). The volume showed negative moderate 
correlation  (r= -0,57) with aspect and with spermatic concentration (r= -0,56) and 
positive moderate correlation (r= 0,68) with total proteins. The rainy index didn’t show 
correlation with seminal parameters, although its interference probably happens indirect 
through air humidity and also by growing stimulation of grass and plans proportioned   
more feed disposable. According to these data, it is concluded that spermatic parameters 
(aspect, volume and concentration) suffer influence of the rainy and dry season in semi 
arid area, while the motility and vigor didn’t. As the variation is not big enough to 
affects the semen quality, it is suggested that the male goats can be used to reproduction 
in the rainy and dry periods in Northeast. Also the plasmatic proteins from goats suffer 
influence of the dry and rainy seasons in Northeast of Brazil. As the proteins bands 
distribution shows variation between the periods studied and take into consideration that 
mass molecular bands possible related to proteins, already known, involved to fertility 
are present in both rainy and dry periods, while a band was found in dry period, possible 
related to cholesterol that is linked to semen freezing process, let us to suggest that  
Anglo Nubian goats in semi arid region of Northeast can be used along the year in 
reproductions seasons, but in order to obtain freezing semen viability its is 
recommended to use the animals in dry season.       

Key-words: Semen, seminal plasma, Proteins. 
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1- INTRODUÇÃO   

A espécie caprina está em ampla expansão no Brasil, sendo identificados 
mercado antes desconhecidos e inexistentes. Como as importações têm sido uma 
constante nessa exploração, visando o melhoramento genético com a introdução de 
diferentes linhagens, auxiliado pelas biotecnias da reprodução, tais como inseminação 
artificial e transferência de embrião, houve uma melhora do plantel, apesar de também 
terem surgido problemas, como a de introdução de doenças até de linhagens com baixas 
fertilidades, não adaptadas às nossas condições climáticas. Aliado a esse quadro, 
encontra-se ainda incipiente estudos mais avançados de critérios de seleção de 
reprodutores caprinos que permitam a realização de seleção mais precisa e acurada. 

Costuma-se utilizar critérios técnicos testados em outras espécies, realizando-se 
uma adequação à espécie caprina, provavelmente pelo fato desta espécie ser mais 
explorada nas regiões mais pobres do planeta, cujo investimento em pesquisa ainda são 
escassos. Portanto, levando-se em consideração as particularidades desta espécie, os 
avanços tecnológicos precisam ser direcionados e explorados o mais breve possível com 
o intuito de evitar que padrões indesejáveis se instalem, afetando a exploração como um 
todo.  

Dentre as avaliações de rotina do sêmen realizadas nas centrais de inseminação 
artificial, destacam-se a determinação do volume, concentração espermática e 
porcentagem de espermatozóides com motilidade progressiva, servindo para a diluição e 
processamento do sêmen. Rodriguez –Matinez et al., (1997).  

O uso de reprodutores testados e com alta capacidade fertilizante é de 
fundamental importância para garantir boa eficiência reprodutiva e produtiva dos 
animais. Desse modo, a busca por indicadores da fertilidade de reprodutores tem sido 
alvo de diversos estudos nós últimos anos, segundo Killian et al. (1993). No entanto, 
apesar dos avanços no setor da biotecnologia da reprodução, ainda se tem pouco 
conhecimento sobre os mecanismos moleculares envolvidos nos diferentes processos 
reprodutivos, havendo necessidade de técnicas que aprofunde o estudo sobre os aspectos 
bioquímico e fisiológico do plasma seminal. 

A ampliação dos conhecimentos sobre a bioquímica espermática e os estudos 
dos componentes do plasma seminal representam uma ferramenta importante para o 
conhecimento da fertilização. 

Portanto, estudos moleculares que identifiquem o perfil protéico do sêmen de 
animais mais férteis representam uma técnica que poderá avaliar sua capacidade de 
fecundar e ser classificada como marcadores de animais superiores.  

As proteínas apresentam funções importantes sobre os espermatozóides, pois 
Henault e Killian (1996) os fluídos das glândulas acessórias de touros com maiores 
índices de fertilidade aumentaram a capacidade de fertilização de oócitos por 
espermatozóides obtidos de touros com baixa fertilidade. Amman et al (1987) também 
enumeraram proteínas (19,6 kDa e 15,3 kDa) no plasma seminal eqüino, 
correlacionadas com a motilidade individual progressiva de espermatozóides em sêmen 
fresco e congelado. Portanto, existem fatores secretados pelo epidídimo, células dos 
túbulos seminíferos e glândulas acessórias que influenciam de forma significativa a 
habilidade dos espermatozóides de potencializa a fecundação, com efeitos nos índices 
reprodutivos e taxa de prenhez, associado o cada reprodutor. Estas proteínas, 
recentemente identificadas, podem estar ligadas ao processo de capacitação espermática 
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e reação acrossômica, proteção contra possíveis infecções. Cancel et al., (1999), 
transporte de retinóides Gerena et al., (1998) ou prostaglandinas Fouchecourt et 
al.(1999). Observa-se, como exemplo, que eventos ligados à capacitação espermática 
envolvem proteínas, já identificadas nos bovinos como BSPs (bovine seminal proteine), 
que são secretadas pelas vesículas seminais, cujos pesos moleculares são de 15, 16,5 e 
28-30 kDa. Observou-se que as mesmas estimulam a liberação de colesterol da 
membrana do sêmen pouco depois da ejaculação e a HDL (High-Density Lipoprotein) 
induz a capacitação, através do estimulo de um segundo efluxo de colesterol no sêmen, 
no trato genital da fêmea (Desnoyers et al., 1994; Therien et al., 1999). 

Com o surgimento da eletroforese, por volta de 1950, tornou-se possível o 
mapeamento e a identificação de componentes protéicos no ejaculado de várias espécies 
e pôde-se relacioná-los com a fecundação, possibilitando, assim, associar marcadores 
com a fertilidade (Bacceti et al.,1979; Morgentaler et al.,1990; Marchini et al.,1990; 
Autiero et al.,1991; Killian et al.,1993; Wolfe et al, 1993; Bellin et al., 1994) e 
diferenciar animais quanto ao grau de fertilidade.  

A partir do melhor conhecimento dos fatores presentes no plasma seminal, 
vários pesquisadores têm buscado marcadores bioquímicos que ajudem na predição da 
fertilidade do animal. Considerando este aspecto, é de suma importância viabilizar 
pesquisas que objetivem a utilização de protocolos que possam identificar 
características seminais necessárias para avaliar a fertilidade do macho.  

Estudos demonstraram haver diferenças na qualidade do ejaculado de pequenos 
ruminantes entre as estações do ano em clima temperado (Eaton e Simmons, 1952; 
Colas, 1980; Nunes, 1982; Colas, 1983; Roca et al., 1992; Tuli e Holtz, 1995), e muitos 
deles atribuíram tais diferenças ao fotoperíodo.  

Vinha, (1975), estudando as influências das estações sobre o sêmen da raça 
Anglo-Nubiana obtive os seguintes resultados: o volume e a motilidade foram maiores 
no período chuvoso e menor no período seco, e a concentração espermática foi maior no 
período seco e menor no período chuvoso. 

Considerando que o estresse calórico tem sido reconhecido como importante 
fator limitante da produção animal nos trópicos, há uma necessidade de se conhecer a 
tolerância e a capacidade de adaptação das diversas raças como forma de embasamento 
técnico para a exploração animal, bem como para a introdução de novas raças em uma 
região ou mesmo para o conhecimento de programas de cruzamento, visando dessa 
forma, a obtenção de tipos ou raças mais adequadas a uma condição específica de 
ambiente (Monty Junior et al., 1991).  

Segundo Baêta e Souza (1997), os animais para terem máxima produtividade 
dependem de uma faixa de temperatura adequada, também chamada de zona de 
conforto térmico, em que há gasto mínimo de energia para manter a homeotermia. Do 
ponto de vista da produção, este aspecto reveste–se de importância, pelo fato de que, 
dentro desses limites, os nutrientes ingeridos pelos animais serão quase na totalidade 
utilizados para desenvolvimento das funções produtivas. Portanto, a interação entre 
animal e ambiente deve ser levada em consideração quando se busca maior eficiência na 
exploração pecuária, pois o conhecimento das variáveis climáticas, sua ação sobre as 
respostas comportamentais e fisiológicas dos animais, são preponderantes na adequação 
do sistema de produção aos objetivos da atividade pecuária (Neiva et al., 2004).  

Com o objetivo de determinar os parâmetros bioquímicos normais no plasma 
seminal de caprinos criados no Nordeste do Brasil, das raças Alpina, Moxotó e mestiços 
Alpina-Moxotó, Pinheiro et al. (1996a), observaram que os valores encontrados de 
proteínas totais foram inferiores na época seca.  
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A perspectiva deste trabalho visa à busca de conhecimento capaz de melhor 

avaliar e selecionar reprodutores portadores de características ligadas à fertilidade, 
padronizando uma técnica precisa para avaliação do sêmen e identificação de 
marcadores, a exemplo do que já está sendo realizado nas espécies bovina, suína e 
eqüina. Portanto, o objetivo deste trabalho foi mapear o perfil eletroforético do plasma 
seminal, identificando possíveis épocas do ano de melhor manuseio do sêmen como 
também, proteínas que possam ser utilizadas como possíveis marcadores moleculares 
para selecionar reprodutores com alto potencial genético.  

2-REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 Sêmen 
O sêmen ou ejaculado é composto por uma fração celular, pelos 

espermatozóides, que são produzidos no parênquima testicular e por uma fração líquida, 
o plasma seminal, originado das glândulas acessórias. Durante a ejaculação, os 
espermatozóides previamente estocados na porção caudal do epidídimo são misturados 
com secreções produzidas nas glândulas sexuais acessórias (Way et al., 2000). 

A literatura relata sobre a presença de fatores que influenciam a fertilidade do 
macho. Os biomarcadores podem ser encontrados em ambas as frações seminais, isto é, 
no plasma seminal e nos espermatozóides. Mas atualmente o plasma seminal vem sendo 
mais estudado, principalmente em relação às proteínas, por estarem em maior 
concentração do que outros componentes e por participar ativamente do processo de 
fecundação (Mc Couley et al, 1997; Bellin et al., 1998). 

Segundo Smith et al. (1981), não foi encontrada relação entre nenhum parâmetro 
de avaliação da qualidade seminal individualmente com a fertilidade, significando que 
esta deveria ser estimada pela avaliação de outros parâmetros complementares. 
Rodriguez- Martinez et al (1997) e Zhang et al ., (1998) relatam que os parâmetros 
avaliados rotineiramente têm capacidade limitada na avaliação da fertilidade potencial 
de reprodutores. Portanto, a observação de que reprodutores com características 
seminais semelhantes ainda podem apresentar diferença de 20 a 25% nos índices de 
fertilidade ( Larson e Miller, 2000) têm estimulado a busca por outros marcadores de 
fertilidade.  

2.1.1 Espermatozóide 
No início do século XX a fisiologia e a bioquímica do sêmen desenvolveram-se 

significativamente, mas vários anos transcorreram para que as funções mais importantes 
do espermatozóide fossem evidenciadas, tais como: motilidade e a capacidade de 
fertilização, e associadas às diferentes estruturas da célula espermática: cabeça, cauda e 
membrana plasmática. 

A cabeça do espermatozóide é formada pelo núcleo e o acrossoma, situado entre 
a membrama plasmática e a porção anterior do núcleo.  

Durante a reação acrossômica, a membrana externa do acrossoma e a membrana 
plasmática fundem-se, e são formadas vesículas, na qual ocorre a exocitose do conteúdo 
acrossomal (Eddy, 1988). O segmento equatorial não contém enzimas, 
conseqüentemente, não está envolvido com a reação acrossômica, mas a membrana 
plasmática funde-se com a membrana do oócito nesta área (Amman e Graham, 1992).  

O espermatozóide é recoberto pela membrana plasmática, uma dupla camada 
com porções hidrofílicas de lipídios e de proteínas, complexas interações entre eles 
regulam os receptores de membrana, os íons ou as enzimas e a função celular 
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(Hammerstedt et al., 1990). Esta membrana plasmática está subdividida em regiões 
específicas, que diferem em sua composição e função. Moléculas envolvidas na reação 
acrossômica estão presentes na região anterior do acrossomo (Salling, 1986); moléculas 
envolvidas na fusão oócito-espermatozóide são encontradas na região posterior do 
acrossoma (Sailling et al., 1985) e moléculas envolvidas com a atividade flagelar estão 
associados com a membrana plasmática do flagelo (Kopf et al., 1986). 

A composição da membrana plasmática é modificada assim que o 
espermatozóide deixa o testículo. Alterações na superfície espermática ocorrem durante 
a maturação do epidídimo e durante a exposição aos produtos das glândulas acessórias 
na ejaculação. A superfície espermática também é alterada no trato reprodutivo da 
fêmea. Durante a capacitação, alguns componentes da superfície espermática são 
perdidos e outros migram para fora de seus domínios. Essas mudanças na composição e 
organização dos componentes da superfície da membrana espermática indicam que os 
componentes da membrana plasmática são porções dinâmicas da célula (Eddy, 1988).  

2. 2  Plasma Seminal 
2.2.1 Composição do plasma seminal 
O plasma seminal, fluido no qual os espermatozóides estão suspensos por 

ocasião da ejaculação, é constituído de secreções das glândulas bulbo uretrais, vesículas 
seminais, próstata e da cauda do epidídimo (Hafez 2000) que têm função no transporte e 
sobrevivência espermática. Vários relatos na literatura mencionam a presença de fatores 
no plasma seminal que podem influenciar a fertilidade do macho. Destes, também 
fatores anti-fertilizantes que prejudicam fatores identificados como promotores da 
viabilidade espermática e a fertilização. Deste modo, proteínas do plasma seminal têm 
sido isoladas, caracterizadas e avaliadas quanto à capacidade de fertilização do macho.  

O seu volume e composição variam entre espécies (Mann & Lutwak, 1981). 
Neste fluido existem fatores que podem influenciar a fertilidade espermática, 
principalmente proteínas que se ligam à heparina; a osteopontina e a prostaglandina D 
sintetase tipo lipocalina (Miller et al., 1996; Killian et al., Belline et al., 1994; Bellin et 
al., 1996). O plasma seminal também contém vários componentes bioquímicos (íons, 
cálcio, citrato, etc.) alguns deles específicos para a regulação da função espermática 
(Barrios et al., 2000), cujo papel na função espermática ainda é objeto de estudos 
(Barrios et al., 2000) 

As vesículas seminais, que produzem 30-60% do volume total de sêmen 
ejaculado, possuem, dentre as glândulas acessórias, o conteúdo mais rico em proteínas, 
apresentando altas concentrações de frutose que contribuem na produção da maioria das 
prostaglandinas existentes no plasma seminal, e também elevadas concentrações de 
potássio, sendo o citrato o principal ânion. As prostaglandinas não parecem ter um 
efeito direto na motilidade ou no metabolismo espermático, mas podem afetar os 
músculos do trato reprodutivo da fêmea, auxiliando no transporte do espermatozóide. 

A secreção da próstata é ácida e contém espermidina e espermina, responsável 
pelo odor no sêmen humano. Nesta secreção, são elevadas as quantidades de sódio, 
citrato e zinco. Grande parte da secreção prostática e vesicular é composta de enzimas 
frequentemente associadas com a membrana plasmática.  

A secreção das glândulas bulbo-uretrais é mais alcalina que a das outras 
glândulas acessórias, neutralizando, assim, o caráter ácido das demais (Miller e Ax, 
1988)    
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2.2.2 Função do plasma seminal 
A principal função do plasma seminal é o transporte dos espermatozóides 

durante o ejaculado e sobrevivência dos mesmos no sistema genital feminino, 
prevenindo a capacitação espermática prematura (Yanagimachi, 1994) e, também, 
protegendo as células espermáticas contra danos peroxidativos (Schoneck et al., 1996), 
neutralizando o pH ácido da vagina, tendo, assim, uma ação imunossupressora. 

O estudo dos componentes bioquímicos do plasma seminal pode ser uma 
alternativa para avaliação do funcionamento do aparelho reprodutor e da qualidade 
seminal de bodes (Mendonza et al., 1989; Pinheiro et al., 1996a; Pinheiro et al., 1996b; 
Santos et al., 1998). As funções do plasma seminal de caprinos consistem na ativação da 
motilidade (Howard et al., 1978 e na capacitação espermática (Maxwell & Johnson, 
2000).. As concentrações dessas moléculas protéicas estão sob controle da estação do 
ano, para a qual ocorrem diferenças entre as estações reprodutiva e não-reprodutiva (La 
Falci et al., 2002).  

O plasma seminal mostrou-se importante na manutenção da motilidade do 
espermatozóide humano (Lindholmer, 1974), eqüino (pickett et al., 1975), coelho 
(Muller e Kirchner, 1978) e no bovino (Baas et al., 1983). De acordo com Pursel et al., 
(1973) e o plasma seminal não só aumentou a resistência do espermatozóide suíno ao 
choque térmico, como também ativa a motilidade epididimária (Graham, 1994).  

O plasma seminal também tem importância na fertilidade. Relatos em várias 
espécies sugerem que nele são encontradas proteínas que podem influenciar a fertilidade 
do macho (Ax et al ., 1985; Jauhiainem & Vanha- Perttula, 1987, Miller et al., 1990; 
Killian et al., 1993; Bellin et al., 1994., Bellin et al., 1996; Brandon et al., 1999; 
Koistinen et al., 2000), também podendo reverter a capacidade espermática. 

Os primeiros estudos realizados em coelhos observaram que a adição do plasma 
seminal a espermatozóides capacitados poderia reverter o processo da capacitação, 
inibindo a fertilização (Davis, 1974). Tais observações revelaram que o plasma seminal 
contém fatores de decapacitação de fertilidade do espermatozóide. Com isso, previne-se 
a reação acrossômica prematura.  

Entretanto, em algumas pesquisas foram encontrados também fatores negativos 
sobre a motilidade, viabilidade e fertilidade ou congelabilidade do sêmen presentes no 
plasma seminal. Vários estudos indicam que o plasma seminal tem pequeno efeito na 
motilidade espermática ou na suscetibilidade ao choque térmico no suíno (Salamon, 
1973; Moore e Hibbit, 1977), touro, ou carneiro (Wales e White, 1959). Outros 
resultados mostraram o efeito prejudicial do plasma seminal na viabilidade da célula 
espermática em diversas espécies (Hammersted, 1975; Dott et al., 1979; Nunes et al., 
1982; Varner et al., 1987). Também foi verificado o efeito deletério das proteínas de 
baixo peso molecular na inibição da motilidade. 

Calvete et al., (1994) e Ollero et al., (1997) demonstraram que alguns 
componentes do plasma seminal são absorvidos sobre a superfície das células 
espermáticas durante a ejaculação, pois diversas proteínas estão presentes no plasmas 
seminal, cujas proporções podem variar entres os indivíduos de uma mesma espécie ( 
Frazer e Bucci, 1996).  

2. 3 Proteínas 
2. 3. 1 As proteínas e suas funções sobre os espermatozóides  
As proteínas são macromoléculas orgânicas que estão presentes em todas as 

células vivas, portanto, essencial à vida, que desempenham diversas funções, entre elas 
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de transporte, defesa, manutenção, secreção e formação, sendo, pois indispensável para 
o crescimento, reprodução e produção. 

As proteínas do plasma seminal exercem vários efeitos sobre a função 
espermática e desempenham um importante papel na capacitação dos espermatozóides, 
traduzido por um complexo processo que habilita a célula espermática a penetrar, 
através da zona pelúcida, por meio da reação acrossômica (Calvete et al., 1994; 
Jonakova et al, 2000; Barrios et al., 2000). 

As principais proteínas do plasma sangüíneo dos mamíferos são albumina e as 
globulinas (Kulkarni et al., 1998). As proteínas do plasma seminal seminal são 
parcialmente originárias do plasma sangüíneo e parcialmente sintetizadas pelo testículos 
(Kato et al., 1985), epidídimo (Turner e Reich, 1987) e vesícula seminais (Manjanath et 
al., 1994). A albumina sérica bovina, quando adicionada a espermatozóides 
epididimários incubados com o plasma epididimário ou seminal homólogo, estimulou a 
motilidade espermática (Dott et al., 1979). Outros estudos verificaram que a albumina 
sérica era benéfica à motilidade no sêmen de suíno, ovino, eqüino e coelho, mas tinha 
pouco efeito na motilidade espermática do sêmen bovino (Baas et al., 1983). 

As proteínas de ligação á heparina (HBPs) também foram encontradas no 
plasma seminal. A heparina é um polissacarídeo de alto peso molecular, que se liga ao 
espermatozóide bovino através de proteínas, e é capaz de induzir a capacitação (Lenz et 
al., 1983; Miller et al., 1990). Tal efeito é obtido através da modulação na atividade da 
proteína á qual ela se liga. Polissacarídeos semelhantes à heparina são secretados, 
particularmente na fase folicular, pelo trato reprodutivo da fêmea, o que estimula a 
capacitação (Lenz et al., 1982). Além disso, essas proteínas de ligação a heparina são 
produzidas pelas glândulas acessórias (Nass et al., 1990), e cobrem a superfície do 
espermatozóide ejaculado (Miller et al., 1990). No plasma seminal bovino, as principais 
proteínas de ligação à heparina são as BSP (proteínas do plasma seminal bovino). 

Das proteínas relacionadas à fertilidade, merecem destaque a osteopontina e a 
prostaglandina D sintetase tipo lipocalina. A osteopontina é uma glicoproteína ácida que 
foi detectada em várias espécies (Crivello e Delvin, 1992). A prostaglandina de 26 kDa 
foi caracterizada por Gerena et al. (1998) como 75% idêntica e 100% homóloga à 
prostaglandina D sintetase tipo lipocalina, está localizada no sistema nervoso central 
(Urade et al., 1985; Ujihara et al., 1988), na retina (Beuckmann et al., 1996) e nos 
órgãos genitais de macho e fêmeas (Ujihara et al., 1988; Blodorn et al., 1996 e Gerena 
et al., 1998). Através de estudo imunocitoquímico, a localização específica da 
prostaglandina foi verificada no tecido intersticial testicular, nas células de sertoli e nas 
células principais da cauda do epidídimo de ratos. Tal localização sugere que esta 
proteína tem um papel no desenvolvimento e maturação espermática (Gerena et al., 
2000). 

A caracterização de proteínas do plasma seminal tem recebido nos últimos anos 
atenção especial por parte dos pesquisadores com vista a entender ou determinar 
possíveis efeitos ou interações quanto á fertilidade do animal. Segundo Brandon et al. 
(1999), a habilidade para avaliar a fertilidade de um reprodutor usando-se ensaios para 
determinação das mudanças quantitativas das proteínas do plasma seminal seria 
extremamente vantajosa para um programa de melhoramento genético. 

Bittmar e Kosiniak (1992) descreveram que a habilidade fertilizante do 
espermatozóide seria, em grande parte, determinada pelas proteínas espermáticas 
localizadas no acrossoma e peça intermediária, conhecidas como fonte de enzimas 
metabólicas especialmente ativas, cujas liberações em grandes quantidades podem 
indicar danos na membrana plasmática do espermatozóide. 
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Num trabalho recente, La Falci et al. (2002) investigaram as mudanças sazonais 

das proteínas do plasma seminal caprino, a partir da separação por cromatografia líquida 
e caracterização por SDS-PAGE. Estes autores observaram que o padrão de proteínas 
que tem afinidade por heparina (HAPs) tinha relação com a estação do ano. Em adição, 
as HAPs deterioraram a motilidade espermática e o acrossoma e eram 4,4 vezes mais 
concentrados durante a estação de não-cobrição.  

Vários autores (Emilson, et al, (1984), Autiero; et al; 1991; Panidis et al. 1991) 
têm sugerido que o plasma seminal contém fatores que poderiam influenciar a 
fertilidade de machos, baseado em comparações da composição do plasma seminal entre 
machos de diferentes taxas de fertilidade. Contudo Shivaji et al (1990) e Audhyya; et al 
(1987) detectaram e isolaram fatores do plasma seminal que interferiam na capacitação 
espermática. De modo contrário, outros fatores protéicos identificados promoveriam a 
viabilidade espermática e a fertilização. Estes incluíam proteínas ligadoras de heparina 
Miller et al; (1990), indutoras da hiperativação dos espermatozóides-oócito e 
capacitação espermática (Sanz et al 1993) 

Na espécie ovina, Gerena et al. (1998) detectaram a prostaglandina D-sintetase e 
o respectivo mRNA no epidídimo de carneiros, e esta proteína representou até 25% do 
total de proteínas quantificadas no sêmen. Também fosfolipases A2, com baixo peso 
molecular, identificadas no sêmen ovino, estão relacionadas ao processo de maturação e 
reação acrossômica (Upreti et al., 1999). 

Na espécie caprina, Teixeira et al., (2002) caracterizam parcialmente uma 
proteína homologa a espermadesina, não havendo ainda, estudo sobre a relação da 
mesma com a qualidade e fertilidade do sêmen nesta espécie. As espermadesinas são 
glicoproteinas cujas subunidades apresentam baixo peso molecular (12-16 KDA), e 
estão presentes no plasma seminal ou, perifericamente, associadas à superfície do 
espermatozóide de vários animais domésticos, sendo bem identificadas nas espécies 
suína, bovina e eqüina (Sanz et al., 1992; Rutherfurd, et al., 1992;. Calvete et al., 1995; 
Topfer-Petersen et al., 1998; Nimtz et al., 1999).  

2. 3. 2 Métodos de estudos das proteínas 
O mapeamento e identificação dos componentes protéicos do ejaculado, através 

da técnica de eletroforese, vêm sendo utilizados desde á década de 50 (Larson e 
Salisbury, 1954; Szumowski, 1956; Bennet, 1965). Inicialmente, foi utilizada a 
eletroforese em soluções de sacarose (Larson e Salistury, 1954); posteriormente, foi 
substituída pelos géis de amido (Vesselinovith, 1959). Através da eletroforese em géis 
de poliacrilamida (uni ou bidimensional), a técnica vem sendo utilizada com sucesso até 
os dias de hoje. 

Utilizando a eletroforese unidimensional, o perfil protéico do plasma seminal 
bovino foi correlacionado com padrões de fertilidade normais (Ax et al., 1985; Nass et 
al., 1990) e alterados (Rocha et al.., 1974; Wolfe et al., 1993), com a congelabilidade 
(Roncoleta et al., 1997; Roncoleta et al., 2000) e com a viabilidade do sêmen (Aurich et 
al., 1996).  

No entanto, na espécie caprina ainda não se conhece referências quanto à relação 
entre a presença de proteínas e a capacidade de fecundação do sêmen. O 
desenvolvimento desse estudo poderia auxiliar na seleção de reprodutores e no 
estabelecimento do potencial de fecundação.   
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RESUMO   

Este trabalho teve como objetivo o mapeamento eletroforético uni-dimensional 
do plasma seminal ao longo do ano. O experimento teve duração de doze meses 
(Abril/2006 a Março/2007), ocasião em que foram realizadas 230 coletas de sêmen de 
cinco reprodutores caprinos (Capra hircus) adultos da raça Anglo-nubiana, com idade 
variando de 18 a 22 meses, pesando 42,0 ± 10,0 kg,. Um pool de amostras do plasma 
seminal de todos os animais referente a cada mês do ano foi submetido à eletroforese 
unidimensional em SDS-PAGE. Os géis foram analisados através do programa Life 
Science Software da UVP, Inc. Analisando os géis ao longo do ano, observou-se a 
seguinte distribuição: bandas de massa molecular abaixo de 50 kDa foram as mais 
freqüentes ao longo do ano, vindo em seguida as de massa molecular entre 50 e 100 
kDa e por último as de massa acima de 100 kDa. Estas últimas (>100kDa) apareceram 
em todos os meses do ano, sendo no entanto, bandas pouco citadas na literatura. O 
maior número de bandas ocorreu nos meses de setembro e outubro. A presença das 
bandas de massa molecular de 13 a 14 kDa; 20 a 30 kDa e 55 kDa foram observadas em 
todos os meses do ano. As de 16 e 16,5 kDa estavam presentes nos meses de agosto, 
setembro, outubro e novembro. As evidências encontradas neste estudo mostram que as 
bandas protéicas têm distribuição variada ao longo do ano, e, levando em consideração 
que as proteínas apresentam importantes funções no processo de fertilização, sugere-se 
uma possível interferência dos fatores ambientais na qualidade do ejaculado em 
caprinos da raça Anglo-Nubiana na região do semi-árido do Nordeste do Brasil.   

Palavra-chave: sêmen, proteínas seminais, eletroforese.  

ABSTRACT    

In face of the absence of works that investigate the proteins bands from goats 
along the year in Northeast of Brazil, this study aimed to map the bands distribution 
according to molecular mass along the year. The experiment last one year (April-2006 
to March-2007), period in which were realized 230 semen collection from five goats 
(capra hircus) adults, with age varying from 18 to 22 months, weighting 42,00 ± 10,0 
kg, belongings to Anglo Nubian breed. A pool from plasma seminal samples from all 
the animals concerning to each month of the year were submitted to one dimension 
electrophoresis SDS-PAGE. The gels were analyzed through Life Science Software 
from UVP, Inc. The gels analyze showed the following distribution: mass molecular 
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bands below 50 kDa were numerous along the year, followed by mass molecular bands 
between 50 and 100 kDa and finally bands up 100 kDa. These ones (>100kDa) were 
presents in all the months of the year, however, they are little cited in literature. The 
major numbers of bands happened on September and October. The presence of mass 
molecular bands of 13 to 14kDa; 20 to 30 kDa and 55 kDa were observed in all months 
of the year. The bands of 16 to 16,5 kDa were presents on August, September, October 
and November. The evidences found in this work shows varied distribution along the 
year and take in consideration that the proteins have important functions on fertilization 
process, it is suggested a possible interference on ambient factors on ejaculate quality in 
goats from Anglo Nubian breed in the semi arid area of Northeast of Brazil.   

Key words: semen, plasma proteins, electrophoresis.   

INTRODUÇÃO  

Em observações realizadas em Centrais de Inseminação na região Nordeste, 
evidencia-se que em determinados períodos do ano os machos caprinos apresentam 
sêmen com melhor habilidade de congelação e, em outros, essa capacidade está ausente. 
Mesmo sendo a região Nordeste localizada próximo à Linha do Equador, apresentando, 
portanto, clima tropical, onde não há variação da duração do dia ao longo do ano, 
existem fatores como umidade do ar e oferta de alimento que em condições naturais 
podem afetar a qualidade do sêmen.  

O estudo dos componentes do plasma seminal pode ser uma alternativa para 
avaliação do funcionamento do sistema reprodutor e da qualidade seminal de caprinos 
(Mendonza et al., 1989; Pinheiro et al., 1996a; Pinheiro et al., 1996b; Santos et al., 
1998).  

O plasma seminal contém secreções de origem testicular, epididimária e das 
glândulas sexuais acessórias (Evans e Maxwell, 1987), das quais os espermatozóides 
adquirem inúmeras proteínas durante o trânsito epididimário e na ejaculação, e que 
podem influenciar sua capacidade fecundante (Miller et al ., 1990; Yanagimachi, 1994; 
Maxwell et al., 1999). As funções do plasma seminal de caprinos consistem na ativação 
da motilidade (Howard et al., 1978), na proteção contra a peroxidação dos lipídeos de 
membrana plasmática (Shoneck et al., 1996) e na capacitação espermática (Maxwell e 
Johnson, 1999; La Falci et al., 2002).  

A técnica de eletroforese vem sendo utilizada para identificação e mapeamento 
dos componentes do plasma seminal em bovinos desde a década de 50 (Larson; e 
Salisbury, 1954). Os primeiros trabalhos utilizaram eletroforese em papel, gel de ágar, 
gel de amido e acetato de celulose (Szumowski,1956). Atualmente, tem-se utilizado 
eletroforese uni ou bidimensional em gel de poliacrilamida (Manjunath Et Al., 1987; 
Killian et al., 1993; Brandon et al.,1999).  

As proteínas do plasma seminal são parcialmente originárias do plasma 
sangüíneo e, parcialmente sintetizadas e secretadas pelos testículos (Kato et al., 1985), 
epidídimo (Turner e Reich, 1987) e glândulas vesiculares (Manjunath et al., 1994). 
Vários componentes protéicos do plasma seminal foram relacionados com os índices de 
fertilidade de reprodutores bovinos (Killian et al., 1993), suínos (Flowers, 1998) e 
eqüinos (Brandon et al., 1999) e com a congelabilidade (Roncoletta, 1999; Roncoletta et 
al., 1997, 1999, 2000) e a viabilidade do sêmen (Al Somai et al.,1994; Barrios et al., 
2000). As diferenças na composição do plasma seminal em diferentes períodos do ano 
já foram observadas em bovinos através da eletroforese unidimensional por vários 
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pesquisadores, entre eles, Rocha et al., (1974); Martins Júnior et al., (1995); Roncoletta, 
(1999) e Roncoletta et al., (1997; 1999). O presente trabalho teve como objetivo analisar 
a distribuição, ao longo do ano, das proteínas presentes no plasma seminal de 
reprodutores caprinos através da eletroforese unidimensional.   

MATERIAL E MÉTODO  

Foram utilizados cinco caprinos (capra hircus) da raça Anglo-Nubiana, pesando 
42,00±10,0 kg, sexualmente maduros com idade entre 18 e 22 meses. O experimento foi 
realizado na Embrapa Caprinos, localizada em Sobral - CE, situada geograficamente a 3 
° 41’32’’ de latitude Sul, a 40° 20’53’’ de longitude Oeste, a 75 metros de altitude 
apresentando clima semi-árido, com temperatura média mínima de 25ºC e máxima de 
28ºC; umidade média mínima de 57% e máxima de 81% e índice pluviométrico médio 
653 mm. Os dados climatológicos da região de Sobral foram cedidos pela FUNCEME - 
Fundação Cearense de Meteorologia e Recursos Hídricos (Tabela 1). Os animais foram 
submetidos ao sistema de manejo semi-extensivo, recebendo capim elefante 
(Pennisetum purpureum Schum.) cortado, feno de leucena, (Leucaena leucocephala 
(Lam) de Wit.), concentrado composto de 19% de milho (Zea Mays.), 7% de farelo de 
soja (Glycine Max.), 0,7% de sal mineral e 0,3% de sal comum. A oferta de alimento 
atendeu as recomendações estabelecidas pelo NRC (1985), recebendo os animais 300 
g/dia de concentrado.   

Tabela 1. Dados meteorológicos do município de Sobral, região Norte do Estado do Ceará, no 
ano de 2006 a 2007. 

Mês 
Médias do 

índice pluviométrico 
(mm) 

Média da 
Temperatura (ºC) 

Média da 
Umidade (%) 

Janeiro/07 00 29 59,1 
Fevereiro/07 260 26 78 
Março/07 40 25,6 80,1 
Abril/06 360 25,3 83,9 
Maio/06 51 25 83,3 
Junho/06 00 24,9 77,4 
Julho/06 00 26,4 63,9 
Agosto/06 00 27,5 57,1 
Setembro/06 00 28,4 55,1 
Outubro/06 00 28,7 54,3 
Novembro/06 00 28,7 55,5 
Dezemb/06 00 28,6 58,8 

Fonte: FUNCEME: http://www.funceme.br/DEPAM/index.htm

 

Acesso em: 10/03/2008, tendo 
em vista a fonte do saite.  

Dosagem de proteínas totais  
Para análise das proteínas totais o sêmen foi centrifugado a 1000g durante 30 

minutos à temperatura de 4º C. Em seguida, foi retirado o sobrenadante e o plasma foi 
transferido para tubos eppendorff e mantido à – 4ºC.  

A concentração de proteínas totais foi determinada pelo método descrito por 
Bradford (1976) que baseia-se na ligação do corante Comassie Brilliant Blue G250 às 
proteínas, com formação de coloração azul. A presença de proteínas foi observada 
através de espectrofotômetro FP-901 (Chemistry Analyser Labsystems) pelo método de 
absorvância que representa a quantidade de luz que é absorvida, sendo a leitura 
realizada no comprimento de onda de 595 nanômetros (nm) e tendo como padrão a 
Albumina Sérica Bovina (BSA).  

http://www.funceme.br/DEPAM/index.htm
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Eletroforese unidimensional   

Foi feito um pool das amostras do plasma seminal de todos os animais referente 
a cada mês, correspondente ao período de um ano e o mesmo foi submetido à 
eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) em géis de 10 x 8 cm, com concentrações de 
12 % de poliacrilamida, de acordo com o método descrito por Hames (1981).  

Depois de feito o gel a 12% de poliacrilamida, colocou-se 10µl da amostra do 
plasma com concentração de 20µg de proteína por “poço” na placa de gel, e utilizou-se 
como padrão o kit LMW ELECTROPHORESIS CALIBRATION da Pharmacia 
Biotech., que apresenta as bandas de massas moleculares, a seguir: 94; 67; 43; 30; 20,1 
e 14,4 kDa. A separação foi obtida em corrida eletroforética, com corrente elétrica de 40 
miliampere, tensão elétrica de 170volts e potência de 7 watts por aproximadamente 2 
horas. Na coloração do gel foi utilizado o corante Comassie Brilliant Blue G-250 por 
aproximadamente 2 horas, e em seguida, a descoloração, em solução de metanol a 30% 
e ácido acético à 7% em água bidestilada por 3 horas, para visualização das bandas. A 
seguir, os géis foram escaneados através de fotodocumentador (Bio Doc-IT and 
Visidoc-IT Gel Documentation systems, U. V. P.) e, então analisados pelo software 
(Doc-IT-LS 6.0). 

Para secagem do gel utilizou-se (metanol 50% e glicerol 1% em água bi-
destilada) por 10 minutos e colocados entre duas folhas de celofane.  

Análise estatística 
Realizou-se a comparação entre os meses do ano das concentrações das 

proteínas totais. O nível de significância considerado nas decisões estatísticas foi de 5,0 
% dentro do procedimento do G.L.M, utilizando-se o SAS  (Statistical Analysis System) 
na versão 8.  

RESULTADOS E DISCUSSÕES  

A concentração média de proteínas totais foi de 23,23 ± µg/µl, variando de 8,47 
a 34,89 µg/µl ao longo do ano (Gráfico 1), apresentando diferença estatística (P<0,05) 
entre os meses.  
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Gráficos 1. Média das concentrações de proteínas totais do plasma seminal de caprinos da raça 
Anglo-nubiana ao longo do ano no Nordeste do Brasil 
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As médias das proteínas totais obtidas ao longo do ano por Pinheiro et al. 

(1996b), trabalhando com animais da raça Moxotó e mestiça Parda Alpina, variou entre 
34,1 e 42,7 µg/µl. Segundo estudo de Azerêdo (2003), a média geral de proteínas totais 
encontrada foi de 33,5 mg/ml em caprinos da raça Saanen, Anglo-nubiana e Bôer, na 
região semi-árida do Nordeste, dados esses superiores aos encontrados neste trabalho. 

Jobim et al.(2003), em trabalho realizado com bovinos, verificaram que a 
concentração de proteínas totais do plasma seminal não é um indicativo da 
congelabilidade.  

Analisando os géis ao longo do ano (Figuras 1 e 2) foi observada a seguinte 
distribuição: as massas moleculares das bandas protéicas variaram de 12 kDa a 145 
kDa. As bandas de massa molecular abaixo de 50 kDa são as mais freqüentes ao longo 
do ano, vindo em seguida as bandas com valores entre 50 e 100 kDa e por último as de 
massa acima de 100 kDa. (Gráfico 2).  

 

Mai Jul  Set Pad Nov Jan  Mar

  

Figura 1. Gel de acrilamida 12% SDS-PAGE do plasma seminal de caprinos da raça Anglo-
nubiana nos meses de maio, julho, setembro, novembro, janeiro e março. Os marcadores de peso 
molecular foram 14,4 (Alpha-lactoalbumina); 20,1(Inibidor de Tripsina); 30,0 (Carbonic Anhydrase); 
43,0 (Ovalbumina); 67,0 (Albumina Sérica Bovina) e 94,0 (Fosforilase B) do LMW Electrophoresis 
Calibration kit, Pharmacia Biothech.  

* Cada coluna representa um Pool do plasma seminal de caprinos com 20µg de 
proteínas em 10µl da amostra. 
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Figura 2. Gel de acrilamida 12% SDS-PAGE do plasma seminal de caprinos da raça Anglo-

nubiana nos meses de abril, junho, agosto, outubro, dezembro e fevereiro. Os marcadores de peso 
molecular foram 14,4 (Alpha-lactoalbumina); 20,1(Inibidor de Tripsina); 30,0 (Carbonic Anhydrase); 
43,0 (Ovalbumina); 67,0 (Albumina Sérica Bovina) e 94,0 (Fosforilase B) do LMW Electrophoresis 
Calibration kit, Pharmacia Biothech.  

* Cada coluna representa um Pool do plasma seminal de caprinos com 20µg de 
proteínas em 10µl da amostra.  
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Gráfico 2. Distribuição das bandas protéicas do plasma seminal de caprinos da raça Anglo-
Nubiana no Nordeste do Brasil de acordo com a massa molecular ao longo do ano no.   

O maior número de bandas ocorreu nos meses de setembro e novembro. Foram 
encontradas de 13 a 16 bandas protéicas nas amostras analisadas nos géis SDS-PAGE, 
sendo que todos os géis referentes a cada mês do ano não apresentaram menos de 13 
bandas protéicas (Gráfico 3).    
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Gráfico 3-. Distribuição do nº de bandas protéicas em gel de SDS-PAGE do plasma seminal de 
caprinos da raça Anglo-nubiana ao longo do ano no Nordeste do Brasil.  

Em trabalho realizado com bovinos (Bos taurus e Bos indicus) com proteínas de 
baixa massa molecular, Jobim et al., (2003) encontraram 12 bandas protéicas variando 
de 15 a 26 kDa. No presente estudo, as bandas de baixas massas moleculares presentes 
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em todos os ejaculados foram quatro, a saber: 13 a 14 kDa; 22 a 23 kDa; 25 a 26 kDa e 
29 a 30 kDa. No entanto, no geral, incluindo as bandas de baixa e alta massa molecular, 
observou-se variação entre 13 e 150 kDa.  

No sul do Brasil, La Falci et al. (2002) encontraram variação de bandas de 
diferentes massas moleculares em caprinos da raça Saanen nas diferentes épocas do ano.  

A freqüência das bandas de diferentes massas moleculares encontradas no gel 
está na Tabela 1, na qual se observa que as de massas moleculares de 16 a 16,5 kDa; 35 
kDa e 60 kDa apresentam variação ao longo do ano, sendo portanto, as bandas que 
talvez sejam responsáveis por possíveis alterações na qualidade do ejaculado e na 
capacidade de congelação do sêmen. 

Pode-se supor que este número de bandas observadas seja resultado da análise 
realizada pelo software utilizado, o qual pode ter detectado bandas isoformas, ou seja, 
de massa molecular aproximada, formas essas comuns na proteômica, e que necessita de 
estudos mais avançados para se chegar a uma identificação.  

Tabela 2. Freqüência das bandas protéicas agrupadas de acordo com a massa molecular, em gel 
SDS-PAGE a 12% ao longo dos meses do ano no plasma seminal de caprinos da raça Anglo-Nubiana no 
Nordeste do Brasil  

Bandas protéicas Peso Molecular (kDa) Freqüência (%) 
1 13 a 14,0 100 
2 16 a 16,5 33,3 
3 22 a 26 100 
4 29 a 30 100 
5 35-37 83,3 
6 55 100 
7 60 50 
8 66 100 
9 100 a 150 100 

 

Para o processo de fecundação é necessária uma composição apropriada do 
plasma seminal para viabilizar os processos metabólicos do espermatozóide, tanto em 
situação de monta natural como no processo de congelação do sêmen.  

Muitos são os trabalhos com eletroforese para isolar e identificar as proteínas do 
sêmen, seja do espermatozóide ou do plasma seminal, mas poucos são os dados sobre o 
mapeamento das proteínas ao longo do ano. 

Provavelmente a banda de massa molecular de 13-14 kDa, encontrada neste 
estudo, seja a espermadesina, uma glicoproteína presente no sêmen ou perifericamente 
associada à superfície do espermatozóide de vários animais domésticos, como suínos, 
bovino, eqüino e caprino (Tedesthi et al, 2000; Freitas e Davide, 2001). 

As bandas relacionadas às BSPs A1 /A2, proteínas do plasma seminal bovino, 
de massa molecular de 16 e 16,5 kDa, só foram encontradas neste trabalho em 33% dos 
meses, mostrando que sofrem possível efeito de fatores ambientais. As BSPs 
contribuem com a remoção do colesterol e dos fosfolipídios da membrana espermática. 
(Manjunalh e Théríeon, 2002) e estão envolvidas na interação dos espermatozóides com 
o epitélio do oviduto, facilitando a manutenção da motilidade e viabilidade espermática 
durante o armazenamento temporário naquele órgão (Gwathmey et al. 2006). As dos 
tipos A1 e A2 estimulam ou mantém a motilidade espermática e a atividade de ATPases 
ligadas à membrana espermática.  

As bandas de massas moleculares de 30 kDa, encontradas em nosso estudo ao 
longo do ano, poderão estar relacionadas com as BSPs de 30 kDa citadas na literatura 
(Moura et al., 2007b; Killian, 1993). 
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Com relação as bandas de 22 a 26 kDa, provavelmente correspondendo à 

prostaglandina D sintetase tipo lipocalina, uma proteína de 26 kDa, pI 6,2 relacionada à 
alta fertilidade de reprodutores bovinos (Killian et al, 1993). Também Poyser, (1981) 
cita que as prostaglandinas do plasma seminal regulam a motilidade espermática e o 
transporte de espermatozóides para alcançarem o oviduto, onde se dará a fecundação.  

As glicoproteínas de massa molecular de 55 kDa, pI 4,5 já identificadas e 
isoladas da matriz óssea bovina, cartilagens, pele fetal, cérebro, rins, ovários, útero, bem 
como da urina, bile e leite bovino (Kerr et al., 1991 Sorensen e Petersen, 1993), e 
também secretadas pelo plasma seminal (Fanzen e Heinegard, 1985; Jobim et al., 2002) 
são as chamadas osteopontinas. É uma molécula multifuncional, tipicamente envolvida 
nos processos de adesão celular e remodelamento de tecidos, estando identificada como 
uma proteína de fertilidade em touros, e considerada também como um dos marcadores 
de alta fertilidade existente no plasma seminal de bovino, dados esses obtidos através de 
eletroforese bidimensional (Killian et al 1993). Segundo Cancel et al., (1997) a 
osteopontina liga-se à receptores na superfície do epitélio celular, podendo apresentar 
uma função protetora em infecções bacterianas. De acordo com Moura (2005), esta 
proteína participa também na interação entre espermatozóides e oócito durante a 
fertilidade. Neste trabalho, observou-se a presença de uma banda de massa molecular de 
55 kDa em todos os meses do ano, mostrando que possivelmente esta proteína não sofra 
influência dos fatores ambientais na região semi-árida do Nordeste, cuja temperatura e 
umidade média variam de 24,9 a 29,0 ºC e de 54,3 a 83,9 ºC, respectivamente.  

Pellicer-Rubio et al, (1997) estudando as proteínas do plasma seminal de 
caprinos encontraram uma glicoproteína de 60 kDa, e relatam que esta proteína 
promove uma diminuição na porcentagem da motilidade espermática. 

A banda de massa molecular de 67 kDa observada neste estudo, provavelmente 
esteja relacionada à albumina, proteína que está envolvida com a extração do colesterol 
da membrana plasmática que irá ocorrer em áreas restritas da membrana, promovendo 
um deslocamento dos fosfolipídeos causando um re-arranjo de sua arquitetura ( 
Yanagimachi, 1994, Flesch e Gadella, 2000). Nas espécies humana e bovina, onde a 
membrana plasmática é rica  em colesterol, tais eventos não são evidenciados na mesma 
velocidade como nas espécies com um baixo nível, no caso a suína e ovina. Devido a 
esse fato, o tempo para capacitação espermática varia, sendo verificada a necessidade de 
um maior tempo naquelas espécies com altos níveis de colesterol na membrana (Flesch 
e Gadella, 2000). 

Vários autores, como Szumowski (1956), Szumowski e Pernod (1958) e Rocha 
et al, (1974) trabalhando com bovinos, relacionaram a elevação da concentração de 
albumina no plasma seminal com a presença de problemas na espermiogênese. Também 
Davis et al., (1979), Visconti et al., (1998), Osheroff et al., 1999 e Wu et al., (2001) 
afirmam que a albumina, presente no trato genital da fêmea, promove o efluxo do 
colesterol e outros fosfolipídios de membrana que ocorrem na capacitação. Jobim et al., 
(2002) trabalhando com bovinos relatam que a maior quantidade de albumina em 
reprodutores de alta congelabilidade, pode estar relacionada com a capacidade do 
mesmo em participar das modificações de permeabilidade da membrana espermática. 
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CONCLUSÃO  

Bandas protéicas presentes no plasma seminal, possivelmente relacionada com 
as proteínas ligadas à fertilidade, mostraram melhor distribuição, sugerindo que os 
animais da raça Anglo-nubiana na região semi-árida do Nordeste não apresentam 
variação na capacidade fecundante do sêmen ao longo do ano.   

Bandas protéicas relacionadas com as proteínas identificadas como ligadas à 
congelabilidade, mostraram menor uniformidade de distribuição ao longo do ano, 
sugerindo que os caprinos da raça Anglo-nubiana apresentam períodos de maior e 
menor capacidade de congelação do sêmen na região semi-árida do Nordeste.  

De acordo com a freqüência das bandas ao longo do ano, as de 16 a 16,5 kDa; 
35 a 37 kDa e de 60 kDa são bandas que podem vir a ser consideradas como marcadores 
moleculares de fertilidade ou congelabilidade;      
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RESUMO  

O objetivo deste trabalho foi estudar a correlação entre os parâmetros seminais 
com os períodos chuvoso e seco e observar o comportamento do perfil das bandas 
protéicas nestes períodos em caprinos da raça Anglo-Nubiana na região semi-árida do 
Nordeste do Brasil. O experimento foi realizado no período chuvoso (abril e maio) e no 
período seco (outubro e novembro), ocasião onde foram realizadas coletas de sêmen de 
05 reprodutores caprinos (capra hircus) da raça Anglo-Nubiana. Em todas as coletas 
foram realizados espermiogramas, determinações de proteínas totais do plasma seminal, 
além de eletroforese unidimensional em pool de amostras de todos os animais em cada 
mês avaliado. Observou-se que o volume, aspecto e concentração espermática 
apresentaram diferença estatística significativa (P<0,05) entre o período chuvoso e o 
seco, enquanto que a motilidade e o vigor não apresentaram diferença estatística 
significativa (P>0,05). A temperatura do ar apresentou correlação positiva moderada (r 
= 0,48) com o aspecto e com a concentração de proteínas no plasma seminal (r = 0,52). 
A umidade apresentou correlação positiva moderada (r = 0,45) com o volume e com as 
proteínas totais (r=0,50) e correlação negativa moderada (r= -0,58) com o aspecto e com 
a concentração espermática (r= -0,67). O volume apresentou correlação negativa 
moderada (r=-0,57) com o aspecto e com a concentração (r=-0,56) e correlação positiva 
moderada (0,68) com as proteínas totais. Quanto ao comportamento das bandas 
protéicas, identificou-se na época seca uma banda com massa molecular de 16 kDa, a 
qual não foi encontrada na época chuvosa, por outro lado, foram encontradas bandas de 
massas moleculares provavelmente ligadas a fertilidade em ambos os períodos. As 
bandas protéicas presentes no período seco apresentaram uniformidade entre os meses 
estudados (outubro e novembro), o mesmo não acontecendo com as bandas no período 
chuvoso. Embora os parâmetros espermáticos (aspecto, volume e concentração) sofram 
influência da estação do ano no semi-árido, a motilidade e o vigor são isentos destas 
variações, não afetando, portanto, a qualidade do sêmen. As proteínas seminais dos caprinos 
sofrem influência das estações chuvosa e seca, como também a distribuição das bandas 
protéicas.   

Palavra-chave: sêmen, proteínas plasmáticas, época do ano, eletroforese.  

ABSTRACT  

The aim of this work was to study the relation between the seminal parameters 
and the rainy and dry periods and to observe the profile proteins bands behavior in these 
periods in Anglo Nubian goats in semi arid region from Northeast of Brazil. The 
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experiment was realized in the rainy period (April and May) and dry period (October 
and November), occasion in what the collections were realized from five Anglo Nubian 
goats reproducers (capra hircus).  

In all the collections were realized semen analyses, total proteins determination 
besides the electrophoresis one dimension in pool of samples from all the animals from 
every month studied. It was observed that semen volume, aspect and spermatic 
concentration showed significant difference (P<0,05) between the rainy and dry season, 
while the motility and vigor didn’t show statistical difference (P>0,05). The temperature 
showed moderate correlation (r=0,48) with aspect and with proteins concentration 
(r=0,52). The humidity showed moderate correlation (r=0,45) with volume and total 
proteins (r=0,50) and negative moderate correlation (r= -0,58) with aspect and spermatic 
concentration (r= -0,67). The volume showed negative moderate correlation (r= -0,57) 
with aspect and with concentration (r= -0,56) and moderate correlation (r= 0,68) with 
total proteins. Concerning to proteins bands behavior it was identified a mass molecular 
band of 16 kDa, that was not found in the rainy season, for other hand, it were found 
mass molecular bands probability related to fertility in both periods. The proteins bands 
found in the rainy season didn’t show uniform distribution between the studied months 
(April and May), the same didn’t happening with the bands present at dry season. 
Although the spermatic parameters (aspect, volume and concentration) are under 
influence of the season in semi arid area, the motility and vigor aren’t under effect of it, 
therefore there aren’t alteration on semen quality. The seminal proteins from goats are 
under effect of rainy and dry season, as well the distribution of proteins bands.  

Key words: semen; plasmatic proteins, season of the year; electrophoresis    

INTRODUÇÃO  

Alguns estudos demonstraram haver diferença na qualidade do ejaculado de 
pequenos ruminantes entre as estações do ano em clima temperado (Eaton e Simmons, 
1952; Colas, 1980; Nunes, 1982; Roca et al., 1992; Tuli e Holtz, 1995), e muitos destes 
atribuíram tais diferenças ao fotoperíodo.  

Na região semi-árida do Nordeste, de acordo com (Silva e Nunes, 1984), os 
efeitos climatológicos delimitados como época seca e chuvosa interferem na 
disponibilidade de alimentos, temperatura e atividade sexual do macho caprino e ovino 
deslanado. É bem conhecido que temperaturas ambientais elevadas exerçam efeitos 
depressivos na qualidade do sêmen, podendo produzir algumas alterações como, 
aumento do pH e da porcentagem de espermatozóides anormais, diminuição da 
motilidade, da concentração espermática, do volume e da percentagem de 
espermatozóides móveis (Corteel, 1981). Então nesse sentido, o sistema 
termorregulador atua com o objetivo de manter constante a temperatura intracelular e 
assim manter a qualidade do sêmen (Kastelic et al., 1996).  

Dentro das condições climáticas do Nordeste do Brasil, o fator temperatura do ar 
parece exercer um papel fundamental nas variações qualitativas do sêmen caprino, e a 
ocorrência das chuvas ameniza as temperaturas e contribuem ainda para uma maior 
disponibilidade de pastagens que influência diretamente no aspecto nutricional dos 
animais ( Nunes, 1984) 

Existem variáveis que podem afetar a qualidade do sêmen, tais como: época do 
ano (Numes; Freitas, 1989; Machado; Simplicio, 1991), raça (Corteel, 1977; Machado; 



 

45

 
Simplicio,1991), indivíduo (Machado Et Al, 1991), e manipulação do sêmen (Everett; 
Bean, 1982).  

De acordo com Mendonza et al., (1989); Pinheiro et al., (1996a) e Santos et al., 
(1998), investigações sobre os componentes bioquímicos do plasma seminal podem ser 
considerados como uma alternativa para avaliação do funcionamento do sistema 
reprodutor e da qualidade seminal de reprodutores caprinos. Pinheiro et al. (1996a) 
observaram que os componentes do plasma seminal, frutose, ácido cítrico e proteínas 
totais estão relacionados com a disponibilidade de alimento, apresentando valores 
estatisticamente (P<0,05) inferiores no período seco no Nordeste do Brasil.  

Martinez e Eloy (2004) observaram no Nordeste que o período seco foi o que 
apresentou maior número de doses aprovadas pós-congelação de sêmen caprino, em 
levantamento realizado na Central de Inseminação da Embrapa Caprinos.  

Peréz-Pé et al. (2001) estudaram a variação estacional do plasma seminal de 
ovinos na Espanha e observaram diferença quanto às proteínas seminais através da 
eletroforese bidimensional (2D). Também La Faci et al. (2002), trabalhando com 
caprinos no sul do Brasil, observaram que as concentrações das moléculas protéicas 
estão sob o controle da estação do ano, mostrando diferenças entre as estações 
reprodutivas e não reprodutivas. 

Trabalhos com proteínas seminais investigando sua relação com as estações do 
ano são ainda raros no Brasil, em especial na espécie caprina na região Nordeste.  

Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar os parâmetros seminais nas épocas 
chuvosa e seca e investigar o comportamento das bandas protéicas nestes períodos.   

MATERIAL E MÉTODO  

Foram utilizados cinco caprinos (capra hircus) da raça Anglo-nubiana, pesando 
42,00±10,0, sexualmente maduros com idade entre 18 e 22 meses. O experimento foi 
realizado na Embrapa Caprinos, localizada em Sobral-CE, situada geograficamente a 3 ° 
41’32’’ de latitude Sul, a 40° 20’53’’ de longitude Oeste, a 75 metros de altitude 
apresentando clima semi-árido, com índice pluviométrico anual de 653 mm. 
temperatura de 27°C e umidade média anual de 67%, variando nas épocas chuvosa e 
seca, respectivamente, de 25 °C a 28°C e 81% a 57%. Os dados climatológicos da 
região de Sobral foram cedidos pela FUNCEME - Fundação Cearense de Meteorologia 
e Recursos Hídricos. Os animais foram submetidos ao sistema de manejo semi-
extensivo, recebendo capim elefante a vontade ( Pennisetum purpureum Schum.) 
cortado, e feno de leucena à vontade, (Leucaena leucocephala (Lam) de Wit.), 
concentrado à base de milho (Zea Mays.) e mistura mineral, sendo a alimentação 
oferecida de acordo com os padrões estabelecidos pelo NRC (1985).   

Tabela 1- Dados meteorológicos referentes ao período chuvoso (abril,maio) e seco (outubro, 
novembro) em Sobral, região Norte do estado do Ceará, no ano de 2006.  

Mês Médias do 
índice pluviométrico 

(mm) 

Média da 
Temperatura (ºC) 

Média da 
Umidade (%) 

Abril 360 25,3 83,9 
Maio 51 25 83,3 
Outubro 00 28,7 54,3 
Novembro 00 28,7 55,5 
FUNCEME: http://www.funceme.br/DEPAM/index.htm Dados fornecidos em 2008.  

http://www.funceme.br/DEPAM/index.htm
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Avaliação do sêmen   

As coletas do sêmen foram realizadas semanalmente ao longo dos meses de 
abril, maio, outubro e novembro, pelo método da vagina artificial, com auxílio de uma 
fêmea estrogenada.  

Na avaliação física do sêmen, foi considerado o volume do ejaculado, a 
motilidade espermática progressiva retilínea, o aspecto, o vigor e a concentração 
espermática, seguindo os critérios preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reprodução 
Animal – CBRA (1998).  

O volume foi determinado em (mL) pela leitura do tubo de colheita graduado em 
mililitros e mantido em banho-maria à 37º C. O aspecto foi classificado numa escala de 
1-6, sendo: (1)aquoso, (2) aquoso espesso, (3) leitoso , (4) leitoso espesso, (5) cremoso, 
(6) cremoso espesso.  

Para análise da motilidade (% de espermatozóides móveis), e do vigor, o sêmen 
foi diluído a uma concentração final de 60 – 200 x 106 espermatozóides/ml e as 
características foram avaliadas depositando-se uma gota de 10ul de sêmen diluído entre 
lâmina e lamínula e examinada ao microscópio óptico (200x). A percentagem de 
espermatozóides móveis foi estimada pelo exame visual sucessivo de 5 campos e ao 
mesmo tempo, dentre os móveis , avaliou-se o percentual de espermatozóides que 
apresentam um movimento retilíneo e rápido. O vigor da motilidade foi avaliado 
utilizando uma escala de notas subjetivas de 0 a 5, sendo que para esta estimação levou-
se em consideração a velocidade de deslocamento nos espermatozóides, sobretudo dos 
que apresentam um deslocamento progressivo, trajetória retilínea e movimentos laterais 
e em círculo (Chemineau, et al 1991). 

A concentração espermática por ejaculado foi determinada pela contagem de 
espermatozóides no espectrofotômetro (Spectronic 20) utilizando uma amostra de 
sêmen de 10µl diluída em 4ml de uma solução-salina-tamponada (1/400).   

Dosagem de proteínas totais   

Para análise das proteínas totais o sêmen era levado para separação e obtenção 
do plasma seminal através de centrifugação a 1000g durante 30 minutos à temperatura 
de 4º C. Em seguida era retirado o sobrenadante e o plasma transferido para tubos 
eppendorff e mantido à – 18ºC.  

A concentração de proteínas totais foi determinada pelo método descrito por 
Braford (1976), o qual baseia-se na ligação do corante (Comassie Brilliant Blue )G250 
às proteínas, através da absorbância de luz. A presença de proteínas pode ser observada 
por espectrofotômetro, sendo a leitura realizada no comprimento de onda de 595 
nanômetros (nm) e tendo como padrão a albumina sérica bovina (BSA).   

Análise estatística  

Os dados referentes aos parâmetros seminais nos dois períodos (chuvoso e seco) 
foram submetidos à análise de variância utilizando GLM (General Linear Models) do 
SAS. 

Foram feitas correlações entre os parâmetros seminais, proteínas totais e dados 
meteorológicos (temperatura, umidade e pluviosidade) utilizando Pearson Correlation 
Coefficient pelo (Tukey) (Prob > 0,05) SAS.   
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RESULTADOS E DISCUSSÕES  

O volume, a concentração e o aspecto do sêmen apresentaram diferença 
estatística (P<0,05) entre os períodos chuvoso e seco, enquanto o vigor e a motilidade 
não apresentou diferença estatística (P>0,05). Na tabela 2 encontram-se as médias com 
os desvios padrões referentes ao volume, a concentração, ao aspecto, ao vigor e à 
motilidade espermática.  

Tabela 2 - Distribuição das médias de volume, concentração do sêmen, aspecto, vigor e 
motilidade observadas nos ejaculados nos períodos chuvoso e seco em caprinos da raça Anglo-nubiana no 
Nordeste do Brasil  

Características Chuvosa Seca 
Volume 0,85± 0,08 mL 0,61 ± 0,07 mL * 
Concentrações ( x 10 

6/mm 3) 
4,1 x 10 6 /mm3 4,6 x 10 6 /mm3 * 

Aspecto 4,05 ± 0,27 5,35 ± 0,07 * 
Vigor 3,65 ± 0,21 3,71 ± 0,12 
Motilidade 80,2% 79% 

(P<0,05)  

Vilar Filho et al, (1993), estudando as características seminais de caprinos 
criados na região semi-árida do estado da Paraíba, sendo as seguintes raça, Anglo-
Nubiana, Alpina e Canindé, relataram que os resultados de parâmetros seminais 
encontrados apresentaram similaridade entre as três raças investigadas, com valores 
médios de volume 0,60 ± 0,04 ml, motilidade 56,9 ± 5,10 e concentração de 2,98 ± 0,43 
bilhões de espermatozóides por ml. 

De acordo com Kumi-Diaka et al.(1981) não houve variação significativa na 
concentração de espermatozóides, no percentual de células vivas e anormais em bovinos 
indígenas (nativos) mas, nas raças exóticas houve uma significativa flutuação com 
maior número de células anormais, baixa percentagem de células vivas e baixa 
concentração de células espermáticas durante os períodos quentes em regiões de clima 
tropical, sugerindo que o estresse térmico nos trópicos tem efeito adverso sobre a 
espermatogênese em animais não adaptados.  

A quantidade de proteínas totais no plasma seminal apresentou diferença 
estatística significativa (P<0,05) entre os períodos chuvoso e seco, com médias de 32,9 
± 0,79 µg/µl e 14,43 ± 4,8 µg/µl, respectivamente. (Gráfico 1).   
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Gráfico 1 - Média das proteínas totais do plasma seminal de caprinos da raça Anglo-Nubiana no 
período chuvoso (abril, maio) e seco (outubro, novembro).  

Analisando as correlações entre as variáveis estudadas verificou se que a 
temperatura do ar apresentou diferença estatística significativa (P<0,05) e correlação 
positiva moderada (r = 0,48) com o aspecto e com a concentração de proteínas no 
plasma seminal (r = 0,52). A umidade apresentou diferença estatística significativa 
(P<0,05) e correlação positiva moderada (r = 0,45) com o volume e com as proteínas 
totais (r=0,50) e correlação negativa moderada (r= -0,58) com o aspecto e com a 
concentração espermática (r= -0,67). O volume apresentou diferença estatística 
significativa (P<0,05) e correlação negativa moderada (r=-0,57) com o aspecto e com a 
concentração (r=-0,56) e correlação positiva moderada (0,68) com as proteínas totais. 

A pluviosidade não apresentou correlação com os parâmetros seminais, no 
entanto, sua interferência provavelmente ocorre indiretamente através da umidade do ar 
e também por estimular o florescimento das pastagens, proporcionando maior oferta de 
alimentos. 

Jobim et al. (1988) constataram que a época do ano influenciou significativamente 
na concentração espermática de ejaculados caprinos das raças Saanen e Anglo-nubiana, 
concordando com os achados desse estudo no qual foi observada diferença estatística 
significativa com relação à concentração entre os períodos chuvoso e seco. 

Pinheiro et al. (1996b) e Martinez e Eloy (2005) estudando o sêmen da espécie 
caprina no Nordeste do Brasil encontraram valores de proteínas totais superiores no 
período chuvoso (42,7 ± 0,8 µg/µL), corroborando com os achados deste trabalho. No 
entanto, Duncar et al. (1983) encontraram em caprinos Angorá valores de proteínas de 
29,9 ± 2,8 µg/µl, no período chuvoso, portanto, inferiores aos nosso dados encontrados.  

Vinha (1974), investigando a influência das estações sobre o sêmen de caprinos da 
raça Anglo-nubiana observaram que o volume e a motilidade foram maiores no período 
chuvoso e a concentração espermática foi maior no período seco, resultados que coincidem 
com os obtidos neste trabalho. 

Karagiannidis et al. (2000)  observaram uma diferença em quase todas as 
características do sêmen de caprinos das raças Alpinas, Saanen e Damascus, na Grécia, 
havendo uma variação significativa nas características quantitativas do sêmen (volume, 
concentração/mL e concentração total de espermatozóides por ejaculado) e qualitativas 
(percentagem de espermatozóides móveis, percentagem de espermatozóides anormais e 
taxa de motilidade progressiva). No entanto, esses autores concluíram que a magnitude 
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da variação estacional não foi suficiente para impedir que os caprinos sejam utilizados 
em estações de cobertura ao longo do ano. 

Goeritz et al. (2003) trabalhando com cervos em um curto período (metade de 
Julho a metade de Agosto) na Alemanha, observaram que a atividade reprodutiva dos 
machos está associada com a variação circadiana anual entre crescimento e involução de 
ambos testículos e das glândulas acessórias. Observaram que a maioria do trato 
reprodutivo mostrou variação com relação ao tamanho e textura nos períodos antes, 
durante e depois da estação de reprodução. Estas variações aconteceram mais 
pronunciadamente nos testículos, nas glândulas vesiculares e na próstata, e houve 
correlação entre a produção de espermatozóides móveis e normais com a concentração 
de proteínas do plasma seminal e com a concentração de testosterona no plasma seminal 
e no soro sangüíneo. Com base nesses achados, os autores acima mencionados, sugerem 
a importância da ação conjunta dos testículos e das glândulas acessórias e o relevante 
papel da testosterona para a intensificação da produção de espermatozóides normais na 
estação de reprodução. 

As análises dos géis mostram a presença de bandas de massa moleculares de 12 
kDa a 153 kDa distribuídas nos períodos chuvoso (abril e maio) e seco (outubro e 
novembro) (Figura 1, Tabela 3).   

 

Abr Abr 

 

Out Out Pad Mai Mai  Nov Nov

  

Figura 1. Gel de acrilamida 12% SDS-PAGE do plasma seminal de caprinos da 
raça Anglo-nubiana nos meses de abril, maio, outubro e novembro. Os marcadores de 
peso molecular foram 14,4 (Alpha-lactoalbumina); 20,1(Inibidor de Tripsina); 30,0 
(Carbonic Anhydrase); 43,0 (Ovalbumina); 67,0 (Albumina Sérica Bovina) e 94,0 
(Fosforilase B) do LMW Electrophoresis Calibration kit, Pharmacia Biothech.  

* Cada coluna representa um Pool do plasma seminal de caprinos com 20µg de 
proteínas em 10µlda amostra  

Na tabela 3 e nos gráficos 2 e 3 observam-se bandas protéicas diferentes entre os 
períodos estudados, mostrando ausência e presença de bandas distintas nos dois 
períodos.  

As bandas de massas moleculares altas, acima de 100 kDa, são pouco citadas na 
literatura, havendo dificuldade em realizar uma comparação e discussão detalhada com 
os dados desse trabalho.   

14,4 kDa 

20,1 kDa 

30,0 kDa 

43,0 kDa 

67,0 kDa 

95,0 kDa 

*Pool Pool Pool Pool pad Pool Pool Pool Pool
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Tabela 3. Distribuição das bandas protéicas de acordo com a massa molecular nos períodos 

chuvoso (abril e maio) e seco (outubro e novembro) em caprinos da raça Anglo-Nubiana no Nordeste do 
Brasil. 

Distribuição das bandas protéicas (massa molecular - kDa) 
Período chuvoso (Abril – Maio) Período seco (Outubro – Novembro) 

153 146 
130 a 124 137 

109 120 
102 a 92 100 
73 a 64 91 

60,5 a 55 70 
46 a 43 62 
40 a 39 59 
34 a 33 54 a 53 
30 a 29 45 

24 40 
22 34 

14 a 12 31 a 29  
24  
22  
16  
14 

   

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

10

30

50

70

90

110

130

150

abril

maio

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

10

30

50

70

90

110

130

150 outubro

novembro 

Gráfico 2 e 3. Massa molecular (kDa) das bandas protéicas presentes no plasma seminal de 
caprinos da raça Anglo-Nubiana no período chuvoso (abril e maio) e seco (outubro e novembro) na região 
semi-árida do Nordeste.  

Uma banda protéica de 178 kDa foi observada por La Falci et al. (2002) 
unicamente na estação reprodutiva em caprinos Saanen no sul do Brasil. Também 
observaram uma diminuição das proteínas de 119 kDa e um aumento das proteínas de 
73 kDa a 104 kDa na estação reprodutiva. Com base nestes resultados, os autores 
sugerem que algumas proteínas do plasma seminal de caprinos estão sob controle da 
estação do ano e associadas com a função espermática durante a estação reprodutiva. 
Neste trabalho, observa-se que bandas protéicas de 120 kDa estão presentes no período 
seco; bandas de 73 kDa estão presentes no período chuvoso, enquanto bandas de 100 
kDa estão no período seco.  

Estudos diversos têm mostrado bandas protéicas de diferentes potenciais 
isoelétricos e mesma massa molecular (Freitas et al., 2001; Miyamoto et al., 1987). A 
este respeito, cita-se as espermadesinas identificadas por massa molecular de 12 kDa a 
14 kDa e as inibinas de 14 a 18 kDa. 
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Miyamoto et al. (1987) mensuraram a proteína inibina em ensaio ‘in vitro’ e a 

concentração do hormônio folículo estimulante (FSH), do hormônio luteinizante (LH) e 
da testosterona no plasma seminal de caprinos durante nove meses, em clima 
temperado. Observaram que a concentração de inibina aumentou na transição entre 
primavera e verão; reduziu no outono e recuperou-se no inverno. Também o FSH e LH 
alcançaram o pico no meio do verão e retornaram os baixos níveis no outono. A 
testosterona, por sua vez, também aumentou no meio do verão e manteve altos níveis 
até o início do inverno. Correlações positivas foram encontradas entre inibina e FSH 
(r=0,305), sugerindo que no verão o aumento na atividade da inibina no plasma seminal 
tem relação com aumento dos níveis de FSH no início do verão em caprinos machos. 
Inibinas são proteínas constituídas de duas subunidades, uma de 18kDa e outra de 14 
kDa, cuja produção é controlada principalmente pelo FSH, é produzida pelas células da 
granulosa dos ovários e pelas células de Sertoli dos testículos. 

Bandas de peso moleculares de 53 kDa a 55 kDa estão presentes nos dois 
períodos do ano estudados e poderão estar relacionadas às osteopontinas, cuja função 
está ligada à adesão celular através de receptores, que parecem ter um papel na ligação 
espermatozóide-ovócito na perimplantação e na implantação (Vinatier, 1995).  

Bandas de massa molecular de 16 kDa são encontradas unicamente no período 
seco e as de 30 kDa nos períodos seco e chuvoso. Possivelmente estejam relacionadas 
com as bovine serum proteins (BSP’s) que possuem massa molecular de 16 kDa (BSP1 
e BSP2) e de 30 kDa, as quais estão ligadas, segundo (Manujunath e Thérien (2002), à 
remoção parcial de colesterol e dos fosfolipídeos da membrana espermática, também 
atuando na mediação da ligação dos espermatozóides ao epitélio do oviduto e 
manutenção da motilidade espermática (Gwathmey et al., 2003, 2006).   

CONCLUSÕES  

Os parâmetros espermáticos (aspecto, volume e concentração) sofrem influência da 
estação do ano no semi-árido, enquanto a motilidade e o vigor estão isentos de alteração 
significativas nos períodos citados. Como esta variação é pequena, não afetando a qualidade 
do sêmen, os machos caprinos podem ser usados para reprodução nos períodos seco e 
chuvoso no semi-árido do Nordeste; 

As proteínas plasmáticas dos caprinos sofrem influência das estações seca e 
chuvosa no Nordeste do Brasil;  

A distribuição das bandas protéicas observadas através de eletroforese mostrou 
variação nos períodos chuvoso e seco, em caprinos da raça Anglo-nubiana no Nordeste; 

As bandas de massas moleculares relacionadas às proteínas ligadas à fertilidade 
encontram-se presentes nos dois períodos, enquanto uma banda possivelmente relacionada 
à congelação do sêmen está presente unicamente no período seco, levando a sugerir que 
este possa ser o período recomendado para criopreservação do sêmen caprino no Nordeste; 

Embora os meses chuvosos e secos estudados mostrem, entre si, pouca variação 
quanto à temperatura e umidade, o mesmo não aconteceu com o índice pluviométrico com 
relação aos meses chuvosos (Abril e Maio), possível razão para observar-se bandas não 
uniformes nesse período.      
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CONCLUSÕES    

As proteínas seminais e os parâmetros espermáticos sofrem influência da estação 
chuvosa e seca em caprinos no Nordeste do Brasil. Como os estudos relatam que as 
proteínas seminais estão envolvidas no processo de fertilização, provavelmente haja 
efeito do período do ano sobre alguns aspectos da qualidade do sêmen.   

Por outro lado, os parâmetros espermáticos (aspecto, volume e concentração) 
sofrem variação da estação, embora esta não seja suficiente para alterar a qualidade do 
sêmen. Contudo, o vigor e a motilidade não se apresenta alterados pelos períodos 
estudados, sugerindo que os reprodutores podem ser utilizados durante todo o ano no 
Nordeste do Brasil;   

O mapeamento das bandas protéicas de caprinos da raça Anglo-nubiana no 
semi-árido do Nordeste, mostra que existe uma variação ao longo do ano, com presença 
de bandas em todos os meses que podem estar relacionadas à fertilidade, e outras que 
apresenta-se somente em determinados período, sendo que mais estudos são precisos 
para saber como funciona a sua atuação sobre a fecundação  

Estudos sobre proteínas seminais em caprinos no semi-árido do Nordeste ainda 
são escassos, havendo necessidade de identificar e estudar moléculas que tenham ação 
sobre os processos de fertilização e interferência no processo de congelação do sêmen.                         



 

56

 
Anexo 1.  

PROTOCOLOS   

Fundação Ezequiel Dias- FUNED 
Laboratório de proteoma  
Protocolo n. 02/00        ultima alteração 25/08/99 
Técnica. MINI-ELETROFORRESE (BIORAD) 
Fonte. Catalogo da BIORAD Referencias bibliográficas. Laemmli, U.K. Nature, 

v. 227, p. 680,1970 
Equipamentos: 
Cuba para mini-gel protean®II – bio-rad 
Fonte de energia – Electrophoresis power supply- Esp 600 
Placa de vidro. Glass plates for Hoefer® veertical slab gels 
Paack of 10 plates 
Code nº 806136-81 pharmacia bbiotech  

Reagentes 
PSA- ammonium persulfate 
TEMED- (N,N,N`N` - Tetramethylenediamine) 
Acrilamida 
Bis-acrilamida 
Tris 
Acido clorídrico 
Sodiumduodecylsulfato-SDS 
Glicerol 
Azul de bromofenol 
Glicina   

Beta - mercaptoetanol 
Protocolo de preparação das soluções              
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Anexo 2 

PAGE-SDS 
Solução A 
Acrilamida............................................................................................. 29.2 gr 
Bisacrilamida......................................................................................... 0.9 g 
Água destilada q.s.p. .............................................................................. 100 ml 
Armazenar em frasco escuro a 4 °C  

Solução B ( gel de separação) 
Tris......................................................................................................... 18.15 g 
HCL....................................................................................................... pH 8.8 
H2O q.s.p............................................................................................... 100 ml 
Armazenar a 4 °C  

Solução C (gel de concentração) 
Tris-........................................................................................................  6 g 
HCL.......................................................................................................  pH 6.8 
H2O q.s.p. ............................................................................................. 100 ml 
Armazenar a 4 °C  

SDS a 10% 
-Sodium duodecylsulfato(SDS) ............................................................. 10 
H2O q.s.p. .............................................................................................. 100 ml 
Armazenar a temperatura ambiente 
Tampão de amostra 
Solução C. ............................................................................................ 1.0 ml 
Glicerol.................................................................................................. 0.8 ml 
SDS 10% .............................................................................................. 1.6 ml 
Beta-mercaptoetanol-............................................................................ 0.4 ml 
Azul de bromofenol 0.2% .................................................................... 0.2 ml 
Armazenar no congelador  

Tampão de corrida concentrado 5x 
Tris........................................................................................................ 4.50g 
Glicina................................................................................................... 21.6g 
SDS....................................................................................................... 1.50g 
H2O q.s.p. ............................................................................................. 300 ml 
Armazenar a 4 °C  

Tampão de uso 
Tampão 5x concentrado......................................................................... 240 ml 
H2O....................................................................................................... 960 ml 
Armazenar a 4 °C e utilizar 5 vezes  

Catalisador 
Persulfato de amônia-............................................................................ 0.02g  

H2O ............................................................................................... 200 µl 
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Anexo 3 

TÉCNICA. COLORACAO DE PROTEINA - AZUL  
DE COMASSIE (PROTEINAS)  

Coloração de gel Fundação Ezequiel Dias- FUNED 
Laboratório de proteoma  
Protocolo        ultima alteração 25/08/99 
Técnica. COLORACAO DE PROTEINA –AZUL DE COMASSIE 

(PROTEINAS) 
Fonte. Referencias bibliográficas.  
Material e reagentes 
Soluções Corante  
Coomasie briliant blue R-250................................................................ 0,5g 
Etanol-................................................................................................. 250 ml 
Agua -................................................................................................. 250ml 
Filtrar com papel de fitro  

Solução Descorante 
Etanol................................................................................................... 300ml 
H2O..................................................................................................... 625 ml 
Acido Acético ...................................................................................... 75 ml 
Técnica 
Corar sob agitação por 30 minutos em media 
OBS. O tempo pode variar. Verificar se necessita mais tempo. 
Lavar o gel com H2O destilada para retirar o excesso de corante 
Colocar o gel na solução descorante e deixar sob agitação. trocando a solução 
 descorante ate a visualização das bandas . 
Solução para secar gel 
Etanol .................................................................................................. 10% 
Glicerol ................................................................................................. 2,5% 
Completar para 100 ml com H2O destilada  
Secar com papel celofone. 
Protocolo de Eletroforese - Unidimensional           
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Anexo 4  

PROTOCOLO DE ELETROFORESE    

Gel-________________________________________Data-________________ 
Gel de concentração- ________ 
Gel de separação __________  

Programação 
Início 
Voltagem- ______ Amperagem- _______ Watts- ______ 
Final 
Voltagem- ______ Amperagem- _______ Watts- ______   

Padrão- ____________________________  

Amostra 1- Amostra 6- 

Amostra 2- Amostra 7- 

Amostra 3- Amostra 8- 

Amostra 4- Amostra 9- 

Amostra 5- Amostra 10- 

                

Gel de separação- 
Solução A- 
Solução B- 
 Água dest.- 
SDS 10%- 
PSA 10% 
TEMED-

  

Gel de concentração- 
Solução A- 
Solução C- 
Água dest.- 
SDS 10%- 
PSA 10%- 
TEMED-
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