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RESUMO GERAL

O  conhecimento  dos  componentes  do  plasma  seminal,  a  partir  da  identificação  de

marcadores moleculares proteicos, pode representar uma alternativa para avaliação do

desempenho  reprodutivo  dos  animais.  De  modo  a  auxiliar  na  análise  da  qualidade

seminal ou de criopreservação, associado a possibilidade dessas estruturas moleculares

serem  classificadas  e  consideradas  como  biomarcadores.  Portanto,  o  objetivo  deste

estudo foi descrever o procedimento de exames andrológicos em carneiros Santa Inês,

relacioná-los a qualidade do sêmen mediante a criopreservação e descongelamento, e

traçar o perfil proteômico do sêmen e identificar possíveis biomarcadores de fertilidade

nesta raça. Cinco reprodutores da raça Santa Inês, com faixa etária de dois a seis anos,

com peso médio de 50 kg foram submetidos a 3 coletas de sêmen através de vagina

artificial.  Cada amostra  de sêmen foi  destinada  a  criopreservação  e  a  separação do

plasma. O sêmen utilizado para criopreservação sofreu aferições de vigor, motilidade,

volume e concentração, quando ainda fresco, após a diluição, e após o congelamento,

nos tempos: 0 minutos; 5 minutos e 24h. O plasma seminal centrifugado foi direcionado

a quantificação de proteínas totais pelo método de Bradford, submetendo o material a

Eletroforese Bidimensional  (2DE).  Os géis obtidos foram escameados e comparados

através do Software ImageMaster 2D Platinum 7.0, buscando quantificar e identificar os

spot’s presentes. A análise estatística foi feita por meio do teste F de Tukey, adaptado

por Bonferroni para os valores de vigor e motilidade do sêmen. Não houve diferença

estatística  (P>0,05)  na  motilidade  do  sêmen.  No  entanto,  para  o  vigor  espermático

(P<0,05), no tempo de 24h pós descongelamento, houve diferença estatística entre os

animais,  com  variações  durante  o  tempo  analisado.  A  notável  viabilidade  pós-

congelamento  do  sêmen  dos  animais  estudados,  deve  ocorrer  em virtude  das  taxas

proteicas no plasma seminal, como característica individual dos animais, apresentando

taxas maiores de proteínas protetoras da membrana espermática contra danos oxidativos

e térmicos. Contudo, analises mais específicas podem ser realizadas posteriormente para

identificação das proteínas  observadas,  conforme a  Massa Molecular  (MW) e ponto

Isoelétrico (pI) destacadas nos géis bidimensionais das amostras analisadas.

Palavras-chave: Proteômica; ovino; sêmen; congelação do sêmen 



GENERAL ABSTRACT

The knowledge of the components of the seminal  plasma, from the identification of
protein  molecular  markers  can  represent  an  alternative  for  the  evaluation  of  the
reproductive performance of the animals. In order to assist in the analysis of seminal
quality or cryopreservation, associated with the possibility of these molecular structures
being classified and considered as biomarkers. Therefore, the objective of this study was
to describe the procedure of andrological  examinations in Santa Inês rams, to relate
them to the quality of the semen through cryopreservation and thawing, and to trace the
proteomic  profile  of  the  semen  and  identify  possible  biomarkers  of  fertility  in  this
breed. Five Santa Inês bulls, aged between two and four years, with an average weight
of 50 kg were submitted to semen collection through an artificial vagina. Each semen
sample was destined for cryopreservation and plasma separation. The semen used for
cryopreservation underwent vigor, motility,  volume and concentration measurements,
when still fresh, after dilution, and after freezing, at the following times: 0 minutes; 5
minutes  and  24  hours.  The  centrifuged  seminal  plasma  was  directed  to  the
quantification of total proteins by the Bradford method, submitting the material to Two-
Dimensional Electrophoresis (2DE). The obtained gels were scaled and compared using
the ImageMaster 2D Platinum 7.0 Software, seeking to quantify and identify the spots
present. Statistical analysis was performed using Tukey's F test, adapted by Bonferroni
for the values of semen vigor and motility. There was no statistical difference (P>0.05)
in semen motility. However, for spermatic vigor (P<0.05), in the time of 24h, there was
a statistical difference between the animals, with variations during the analyzed time.
The remarkable post-freezing viability of the semen of the studied animals must occur
due to the protein levels in the seminal plasma, as an individual characteristic of the
animals, presenting higher rates of protective proteins of the sperm membrane against
oxidative and thermal damage. However, more specific analyzes can be performed later
to  identify  the  proteins  observed,  according  to  the  Molecular  Weight  (MW)  and
Isoelectric point (Ip) highlighted in the two-dimensional gels of the analyzed samples.

Keywords: Proteomics; ram; spermatozoids; frozen sperm



CONSIDERAÇÕES GERAIS

A ovinocultura é uma atividade importante da pecuária industrial moderna, na

qual os pequenos ruminantes podem prover carne, lã, pele e leite para a sociedade. No

entanto,  o  rápido  desenvolvimento  da  agropecuária  moderna  intensificada  gera  a

necessidade por métodos de manejo reprodutivos mais eficientes. Incluindo, diluentes

seminais que possam melhorar a qualidade espermática, e mais recentemente, a busca

pelo melhores resultados e informações por meio da proteômica do plasma seminal.

A criopreservação do sêmen permite que o material genético de alta qualidade

seja  preservado  por  longo  período,  contribua  para  a  adoção  de  programas  de

melhoramento genético. Portanto, a identificação de possíveis proteínas relacionadas à

criopreservação do sêmen ovino mostra-se indispensável. 

Diversos estudos descrevem os componentes proteicos do plasma seminal como

como vitais  para a funcionalidade,  taxa de sobrevivência à congelação,  entre  outros

fatores. No entanto, pouco se sabe sobre a proteômica do plasma seminal ovino, apesar

dos diversos estudos realizados e dos esforços, pois há uma grande variedade individual

pelos reprodutores nas taxas de cada composto proteico e essas micro alterações são

ponto chave na capacidade do sêmen de obter taxas reprodutivas melhores.

A adoção da protêomica proporcionará do ponto de vista econômico, diminuição

dos  riscos  e  gastos  com aquisição  de  reprodutores  que  apresentam sêmen  de  baixa

capacidade  de  congelabilidade  e  a  disponibilidade  de  um sêmen  congelado  de  alta

qualidade proporcionando um relevante impulso à adoção das biotécnicas reprodutivas.

Diante  da  importância  da  eficiência  reprodutiva,  estudos  relacionados  ao

conhecimento das proteínas presentes no plasma seminal são importantes para conhecer

a presença e funções de proteínas e, consequentemente, as atuações na fertilidade dos

reprodutores. Nisto, o uso das biotecnologias avançadas como a técnica de eletroforese

bidimensional  de  proteínas  em  gel  de  poliacrilamida  (2D-PAGE),  associada  a

espectrometria  de  massa,  pode  proporcionar  a  identificação  e  caracterização  das

proteínas com resultados interessantes e promissores para a reprodução animal.

O conhecimento sobre a proteômica do plasma seminal de ovinos pode levar ao

desenvolvimento  de  métodos,  e  identificação  de  biomarcadores  que  propiciem uma

melhor predição da capacidade fertilizantes de animais mantidos em sistemas de criação

diversos. 



Portanto, este trabalho visa avaliar a biotécnica da criopreservação do sêmen e

seu efeito sobre a qualidade, tais como vigor, motilidade e concentração espermática,

como também sobre o perfil proteico do sêmen pós congelação de ovinos Santa Inês.

O  tema  abordado  neste  estudo,  foi  elaborado  e  será  apresentado  em  dois

capítulos.  O  capítulo  1,  intitulado  como  referencial  teórico,  compreende  temas

relacionados a raça ovina e suas características reprodutivas, com o perfil bioquímico do

material de estudo, o plasma seminal. Ainda nesta seção, informações sobre proteômica

e a sua relação com a reprodução serão apresentadas. No capítulo 2, serão apresentados

os resultados quanto a qualidade seminal de reprodutores Santa Inês e a presença de

proteínas  no  plasma  seminal,  com  a  possibilidade  de  serem  identificaqdas  e

classificadas  para  atuarem como biomarcadores.  A identificação  e  caracterização  de

proteínas  envolvidas  nestes  processos  seriam  de  grande  importância  para  maior

compreensão dos mecanismos reprodutivos
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CAPÍTULO 1

REFERENCIAL TEÓRICO
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1. Importância da espécie ovina

Os ovinos  foram uma das  primeiras  espécies  domesticadas  pela  humanidade

(BAIRD et al., 2018), servindo primariamente como fonte de alimento (WEYRICH et

al., 2017) e foram animais que interferiram na cultura humana nômade, criando grupos

pastoralistas (ZHAO et al., 2017). 

A  produção  de  pequenos  ruminantes  tem  um  significativo  impacto

socioeconômico  em  todo  o  mundo.  Tradicionalmente,  os  pequenos  ruminantes  são

criados  em  sistemas  de  pastoreio  onde  as  terras  mais  produtivas  são  usadas  para

alimentar vacas e secundariamente os ovinos (SIMÕES et al., 2021).

No Brasil, o rebanho ovino é constituído por aproximadamente 20,6 milhões de

cabeças, um rebanho efetivo que no ano de 2020 sofreu aumento de 3,3% em relação a

2019 (IBGE, 2020). Dentre todos os ovinos presentes no Brasil, 70,6% estão presentes

no Nordeste, principalmente nos estados da Bahia e Pernambuco (IBGE, 2020).

A produção ovina no nordeste brasileiro é voltada para a produção de carne e

couro, utilizando raças não lanadas (IBGE, 2020) e estes produtos, por sua vez, só são

adquiridos uma vez a cada animal produzido, elevando muito a importância de manejo

reprodutivo adequado que influencie ao máximo em aumentar a frequência de partos,

com inserção de novos animais no rebanho constantemente. 

O  manejo  genético,  reprodutivo  e  o  controle  zootécnico  são  essenciais  para

maximizar a produção, utilizando ao máximo recursos como inseminação, seleção de

animais com maior potencial para reprodução são recursos importantes a se utilizar. É

possível também utilizar a sincronização de estro com estação de monta planejada ou

inseminação  artificial  com  uso  do  efeito  macho  (HABEEB  &  KUTZLER,  2021),

visando obter maior frequência de partos e maior rotatividade no rebanho.

2. Características reprodutivas da espécie

Os animais com aproximadamente 6 meses de idade entram na fase pubertária,

em  que  há  liberação  de  GRH  pelo  hipotálamo,  estimulando  a  hipófise  anterior  a

produzir  hormônio luteinizante  e  hormônio  folículo  estimulante,  os  quais  atuam nas

células  de  Leydig  produzam testosterona,  que  estimula  a  produção  espermática  e  o

desenvolvimento físico do animal (HOUGH et al., 2019).

Os  animais  jovens,  porém,  aptos  à  reprodução  não  são  utilizados  para

reprodução até atingirem sua maturidade sexual completa,  pois há menores taxas de

concentração  espermática  em animais  imaturos.  Acredita-se  que  quando  os  animais
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atingem  aproximadamente  70%  do  peso  final  adulto  eles  podem  ser  inseridos  na

reprodução (GRANADOS et al., 2006).

Ovinos  são  animais  poliéstricos  estacionais  (ORTAVANT  et  al.,  1988;

HABEEB  &  KUTZLER,  2021),  sendo  que  a  sazonalidade  ocorre  em  virtude  da

incidência  solar,  pois  a  mesma  faz  com  que  os  animais  produzam  melatonina  em

padrões diferentes  de acordo com a estação do ano, esses padrões causam feedback

negativo na secreção de GRH pelo hipotálamo, reduzindo a atividade sexual (HABEEB

& KUTZLER, 2021). Vale salientar também que raças de origem africana não possuem

tanto  efeito  sazonal  em seus  ciclos  estrais  e  taxas  de  produção espermática  quanto

animais de raças europeias (GRANADOS et al., 2006).

3. Plasma seminal e suas características proteicas

O plasma seminal é um fluido composto por uma mistura complexa, que contém

diferentes  macromoléculas  provenientes  do epidídimo e glândulas sexuais acessórias

com a  função  de  manter  a  viabilidade  dos  espermatozoides  (CODOGNOTO et  al.,

2018).  Durante  a  ejaculação,  os  espermatozoides  ganham  mais  mobilidade,

gradualmente conforme estão em contato e se misturando com o plasma seminal (PAUL

et al., 2018). 

Possui funções de modulação da função dos espermatozoides e do trato feminino

através do fornecimento de fatores de sinalização e glicoproteínas com propriedades de

ligação  do  esperma,  sendo  que  a  ausência  desse  conjunto  de  secreções  reduz

significativamente a fertilidade do esperma (LEAHY et al., 2019).

As proteínas do plasma seminal possuem diversas funções, sendo elas: Proteínas

envolvidas  na  proteção  espermática,  na  mobilidade  espermática;  capacitação;

fertilização e as responsáveis pela reação do acrossoma (MOURA et al., 2018).

Diversos constituintes do plasma seminal são estudados quanto às suas funções,

uma vez que diferentes espécies e raças comumente apresentam diferentes composições

do plasma seminal. Um exemplo de proteína de suma importância no plasma seminal é

a espermadesina. Em carneiros da raça Texel, Condessa et al. (2018) observaram que

essa  proteína  possui  alta  capacidade  de  absorção  de  calor  e  neutralização  de  pH,

aumentando consideravelmente a viabilidade do esperma no trato genital da fêmea, pois

reduz o estresse que os espermatozoides receberiam pelo calor e pH baixos.

A cisteína e a glutationa são algumas das únicas proteínas capazes de penetrar a

membrana celular facilmente, sendo a cisteína conhecida por melhorar a motilidade e
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morfologia de sêmen descongelado, além de auxiliar a manter viabilidade, estrutura da

cromatina e integridade da membrana (COYAN et al., 2011).

A maioria dos estudos voltados à proteômica buscam conhecer melhor a função

de  cada  proteína  e  demonstram  que  as  proteínas  no  plasma  seminal  alteram  a

capacidade de congelamento e criopreservação do sêmen. Em virtude das diferenças

proteicas entre espécies e raças, estabelecer um método de criopreservação eficiente se

torna  difícil,  apesar  da  utilização  de  crioprotetores  para  aumentar  a  taxa  de

sobrevivência espermática (LV et al., 2019). 

Existem variações individuais significativas entre o esperma de machos ovinos

da mesma raça que alteravam a taxa de sobrevivência espermática ao congelamento

(RICKARD et al., 2016). Os mesmos autores também verificaram que o plasma seminal

de  alta  resiliência,  proveniente  de  animais  com  maiores  taxas  de  sobrevivência

espermática afetam positivamente o congelamento,  tanto em espermatozoides de alta

resiliência  quanto  de  baixa  resiliência,  demonstrando  que  a  composição  do  plasma

seminal  é  diretamente  relacionada  com  a  capacidade  de  congelamento  e

criopreservação.

Estudos  para  descrever  os  componentes  do  plasma  seminal  são  vitais  para

construir bibliotecas de dados com informações de cada um dos compostos do plasma

seminal. Mais de 4.000 proteínas já foram identificadas no plasma seminal humano, no

entanto, estipula-se que podem ter até 10.000 proteínas (GILANY et al., 2014).

5. Qualidade do sêmen criopreservado

A  criopreservação  de  sêmen  é  uma  tecnologia  essencial  na  manutenção  de

recursos  genéticos  e  possibilita  a  utilização  da  inseminação  artificial  com  maior

facilidade e tem sido aplicada na pecuária diária, especialmente em bovinos (LV et al.,

2018).

Criopreservar sêmen, apesar de útil e benéfico às tecnologias reprodutivas, causa

danos significativos aos espermatozoides por estresse osmótico, desidratação celular e

formação  de  cristais  de  gelo  no  interior  celular  (GRAHAM & PARKS,  1992).  Ao

congelar  e descongelar o sêmen, os fosfolipídios  da membrana dos espermatozoides

também sofrem alterações (FANG et al., 2016).

São  realizadas  diluições  no  sêmen,  utilizando  crioprotetor,  estabilizante,

açúcares,  sais,  ácidos  e  antibióticos.  No  intuito  de  reduzir  os  danos  causados  pela

criopreservação aos espermatozoides e aumentar a quantidade de doses por ejaculado,
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são utilizados diluentes de diversos tipos,  como Egg & Yolk sendo o mais comum,

associado com antibióticos, diluentes à base de óleos vegetais, água de coco, lecitina de

soja,  entre  outros  tem sido empregado em pequenos ruminantes  para obter  menores

danos aos espermatozoides (CÂMARA et al., 2018).

Após a diluição, o sêmen é refrigerado à temperatura de 0 a 5 ºC, sendo este um

período de adaptação em que os espermatozoides reduzem seu metabolismo. Após o

resfriamento, as doses podem ser congeladas a -120 ºC, e armazenadas em nitrogênio

líquido a -196 °C (NRC, 2007).

O  congelamento,  no  entanto,  é  danoso  aos  espermatozoides,  mesmo  com

utilização de diluentes e outros componentes. Em virtude disto, além da utilização de

diluentes, tem sido observado que componentes do plasma seminal também contribuem

na redução e/ou aumento nos danos causados pelo congelamento (LEDESMA et al.,

2017;  LV  et  al.,  2018).  Foram  verificados  spots  proteicos  do  plasma  seminal  de

carneiros  da  raça  Santa  Inês  apresentando correlação  positiva  com a integridade  da

membrana plasmática de espermatozoides criopreservados, por terem função auxiliar na

estabilidade  da  membrana,  melhorando  a  viabilidade  de  espermatozoides

criopreservados (MOURA et al., 2010).

Apesar  dos  esforços  em  identificar  proteínas  específicas  que  auxiliem  em

maiores taxas de sobrevivência espermática e menores danos na criopreservação (LV et

al.,  2018;  PINI  et  al.,  2018),  a  variação  individual  no  plasma seminal  causa  muita

variação na capacidade do ejaculado em ser criopreservado (RICKARD et al., 2016).

6. Proteômica do sêmen ovino

Proteoma é o conjunto de proteínas que são expressas por uma célula, tecido ou

organismo.  A  análise  proteômica  serve  para  identificar  e  caracterizar  moléculas

endógenas ou exógenas, segregando-as das demais e analisando sua estrutura, tamanho,

peso molecular, entre outros fatores e ela consiste no estudo do proteoma, utilizando

técnicas  de  separação  e  identificação,  tais  como  eletroforese,  cromatografia  e

espectrometria de massas. 

Em  carneiros,  a  análise  do  plasma  seminal  por  eletroforese  associada  a

espectrometria de massas permitiu a identificação de mais de 700 proteínas seminais,

incluindo  uma  alta  abundância  de  proteínas,  tais  como  esperadíssimas  (bodhesin2),

‘Binder  of  Sperm’  (BSP1,  BSP5,  SPADH1,  SPADH2)  e  lactoferrina

(SOLEILHAVOUP et al., 2014).
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A  análise  proteômica  é  dividida  em  identificação  das  proteínas  expressas,

identificação  das  alterações  de  nível  de  expressão  dessas  proteínas,  conjuntos  de

identificação funcionais de proteínas, que são grupos de proteínas localizadas no mesmo

sítio  celular  e  por  fim a  identificação  de  proteínas  que  formam organelas,  visando

mapear as características das mesmas (VISPO, 2004).

7. Eletroforese bidimensional

A  técnica  de  eletroforese  é  baseada  na  aplicação  de  uma  corrente  elétrica

contínua  que  estimula  a  migração  de  íons  submetidos  à  corrente  elétrica,  em  que

moléculas com carga positiva migram para o polo negativo,  e moléculas com carga

negativa migram para o polo positivo. 

A eletroforese em gel acrilamida é conhecida como SDS-PAGE, que possui o

fracionamento protéico pelas cargas elétricas (PAGE) e a desnaturação das mesmas com

uso do SDS (dodecil sulfato de sódio). O gel de poliacrilamida pode ser usado de forma

a nivelar faixas de peso molecular, quanto maior a concentração de acrilamida no gel,

menores  serão  os  poros  e  portanto,  permitindo  a  passagem  de  proteínas  menores

(NAOUM, 2012).

O SDS interage com os as cadeias peptídicas, promovendo a desnaturação das

proteínas, fazendo com que as mesmas desenvolvam carga negativa e sejam atraídas ao

polo positivo (OLIVEIRA et al., 2015). A técnica de eletroforese SDS-PAGE é a que

apresenta melhores  resultados,  pela visualização de proteínas,  mesmo que em níveis

baixos, provendo informações sobre tamanho e número de unidades (OLIVEIRA et al.,

2015).
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Resumo:  A  ovinocaprinocultura  é  um  dos  pilares  da  agricultura  nordestina  e  é

dependente de bons manejos reprodutivos e sanitários para se manter viável. O objetivo

deste trabalho foi identificar e caracterizar o perfil protéico do plasma seminal ovino por

meio de eletroforese bidimensional em géis de poliacrilamida (2D-PAGE) e verificar se

alguma dessas proteínas está relacionada com a congelabilidade do sêmen, podendo ser

utilizadas como marcadores para essa característica. Foram utilizados os ejaculados de

cinco  reprodutores  da  raça  Santa  Inês,  animais  adaptados  ao  clima  do  semiárido

brasileiro,  nos  quais  foram  realizadas  avaliações  espermáticas,  em  que  os  plasmas

seminais  obtidos  por  centrifugação  foram submetidos  2D-PAGE em gel  a  12% de

poliacrilamida. Foram avaliados três géis de ejaculados diferentes no mesmo animal,

onde  foram  identificados  spots,  considerando  todos  os  animais  analisados.  Destes,

foram  realizados  match  entre  os  géis  do  mesmo  animal  para  identificar  possíveis

proteínas. O software de análise de imagem identificou manchas de proteína, com peso

molecular  variando  de  10  a  75  kDa  e  pI  3  a  8.  As  possíveis  identificações  destas

proteínas sugerem que as mesmas desempenham diversas funções como, proteção da

membrana  espermática,  proteção  dos  efeitos  tóxicos  e  capacitação  espermática.

Conclui-se que há a possibilidade das proteínas encontradas serem biomarcadores na

área de proteômica e possuem correlação positiva com a congelabilidade de semen da

raça Santa Inês.

Palavras-chave: Criopreservação; Eletroforese; Proteômica; Sêmen. 
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Abstract: Sheep and goat farming is one of the pillars of northeastern agriculture and is

dependent  on  good  reproductive  and  sanitary  management  to  remain  viable.  The

objective  of  this  work was to  identify  and characterize  the  protein  profile  of  ovine

seminal plasma by means of two-dimensional electrophoresis  in polyacrylamide gels

(2D-PAGE) and to verify if any of these proteins is related to the freezeability of semen,

which  can  be  used  as  markers  for  this  feature.  The  ejaculates  of  five  Santa  Inês

breeders, animals adapted to the Brazilian semi-arid climate, were used, in which sperm

evaluations were performed, in which the seminal plasmas obtained by centrifugation

were submitted to 2D-PAGE in 12% polyacrylamide gel. Three different ejaculate gels

were evaluated in the same animal,  where spots were identified,  considering all  the

analyzed animals. Of these, a match was performed between the gels of the same animal

to identify possible proteins. The image analysis software identified protein spots, with

molecular weight ranging from 10 to 75 kDa and pI 3 to 8. The possible identifications

of these proteins suggest that they perform several functions such as protection of the

sperm membrane, protection from toxic effects and sperm capacitation. It is concluded

that  there  is  a  possibility  that  the  proteins  found  are  biomarkers  in  the  area  of  

proteomics and have a positive correlation with the freezeability of Santa Inês breed

semen.

Key-words: Cryopreservation; Electrophoresis; Proteomics; Semen.
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INTRODUÇÃO

A  ovinocultura  é  uma  atividade  explorada  em  várias  regiões  do  Brasil,

destacando-se de forma significativa no agronegócio,  tendo maior  representatividade

nos estados das regiões Nordeste e Sul. Assim sendo, o efetivo de rebanho ovino no

Nordeste do país,  representa 70,59% do rebanho nacional  (IBGE, 2021). Por isso, a

importância socioeconômica da produção ovina é representativa na região destacada.

Diante do aumento significativo dos rebanhos ovinos, a seleção de reprodutores

e  matrizes  com alta  eficiência  reprodutiva  constitui  um dos  principais  critérios  dos

sistemas de produção animal, por ser um fator essencial para a lucratividade e aumento

na qualidade do rebanho (MATOS et al., 1992).

Os critérios seletivos de reprodutores são utilizados para identificação e adoção

de  indicadores  válidos  do  potencial  reprodutivo  dos  animais.  As  práticas  utilizadas

incluem  medições  da  biometria  testicular,  avaliação  da  motilidade  e  defeitos

morfológicos,  análise  computadoriza  do  sêmen  e  testes  avançados  de  função

espermática, como a integridade acrossômica ou da cromatina (ROGERS et al. 1983;

HOLT et al. 1997; SOUZA et al., 2001). Contudo, apesar destas avaliações definirem

critérios mínimos para a seleção de reprodutores, as mesmas não apresentam relação

significativa com a fertilidade dos animais (COX; ALFARO, 2007).

Diante  disso,  a  realização  de  pesquisas  relacionadas  à  identificação  de

biomarcadores que possam auxiliar na identificação e no maior potencial reprodutivo

dos animais são cada vez mais importantes, uma vez que ainda não podem ser expressos

apenas  por  parâmetros  reprodutivos.  Entretanto,  a  associação  desses  parâmetros  a

análises  proteômicas  podem  gerar  resultados  mais  seguros  e  confiáveis  quanto  ao

potencial reprodutivo dos animais.

Presume-se que as proteínas encontradas no plasma seminal de ovinos possam

ser  utilizadas  como  biomarcadores  de  qualidade  seminal.  Uma  vez  que  estas  são

encontradas  em  grande  quantidade  no  plasma  seminal  na  forma  de  complexos

associados,  desempenhado  papel  de  extrema  importância  em  todos  os  processos

relacionados  à  fertilidade.  Destaca-se  que,  cada  espécie  animal  possui  condições

específicas  e  isso  inclui  também a  conformação  e  proteínas  de  tamanhos  diferentes

(BEZERRA JUNIOR, 2013). 

A avaliação da expressão de proteínas no plasma seminal pode ser realizada por

meio de técnicas como a proteômica que visam o estudo em larga escala e fundamenta-

se,  por  exemplo,  em  métodos  de  separação  e  detecção  simultânea  de  proteínas,
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utilizando técnicas como eletroforese bidimensional (2DE), acompanhadas de métodos

cada vez mais eficientes e sensíveis de identificação de novas expressões de proteína

por espectrometria de massa (BEZERRA JUNIOR, 2013).

Há  também  o  uso  mais  comum  da  técnica  proteômica  de  Eletroforese

bidimensional associada à espectrometria de massa, pois esta permite a identificação

precisa  de  valores  únicos  relativos  às  proteínas,  como pH,  peso  molecular  (kDa)  e

identificando também as cadeias peptídicas da proteína, identificando verdadeiramente

qual proteína está sendo avaliada, fazendo deste método um dos mais eficientes para

estudos profundos relativos à proteômica (FLOWERS, 1998; BRANDON et al., 1999).

Considerando a grande relevância econômica que a espécie ovina tem para o

Nordeste, aliado ao baixo aproveitamento de sua capacidade reprodutiva, é de grande

importância  o  uso  de  ferramentas  que  auxiliem  as  pesquisas  voltadas  à  análise

reprodutiva. Este trabalho objetivou determinar a qualidade espermática de reprodutores

da raça Santa Inês, traçando o perfil proteômico do sêmen e possíveis biomarcadores de

fertilidade e congelabilidade.
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MATERIAL E MÉTODOS

Aspectos éticos

Todos  os  animais  utilizados  neste  estudo  foram  conduzidos  em  estrita

conformidade com as normas de conduta para o uso de animais no ensino, pesquisa e

extensão  preconizados  pela  Comissão  de  Ética  para  Uso  de  Animais  (CEUA)  da

EMRAPA CNPC (protocolo N°  001/2020).

Local de Execução e Período Experimental

O  experimento  foi  realizado  na  Embrapa  Caprinos  e  Ovinos,  localizada  na

Estrada  Sobral/Groaíras,  km  4,  Sobral–CE,  na  região  Norte  do  Ceará,  semiárido

nordestino. A 3°42' de latitude Sul e 40°21' de longitude Oeste, e uma altitude de 83

metros. A temperatura média anual é de 28°C, com médias, mínima e máxima, de 22°C

e 35°C, respectivamente, e umidade relativa do ar de 69%. O mesmo foi realizado entre

março de 2020 a março de 2021.

Animais e experimento

Foram selecionados do rebanho da Embrapa Caprinos e Ovinos, machos ovinos

da raça Santa Inês, com idade de 2 a 6 anos, sexualmente maduros e escore de condição

corporal (ECC) entre 2,5 a 3,5. Os animais foram mantidos em regime de confinamento,

alimentados de acordo com as exigências do (NRC, 2007).

Inicialmente os animais foram submetidos a exame clínico/andrológico, e depois

as coletas de sêmen ocorreram através do uso da vagina artificial e de feita manequim

estrogenada com Cipionato de estradiol (ECP) (1 mL) (MIES FILHO, 1987). Seguindo

as normas do Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA), para a classificação

dos reprodutores, os animais foram analisados e então cada reprodutor foi considerado

aprovado (andrológico com motilidade acima de 70%) ou reprovado (andrológico com

motilidade abaixo de 70%). 

Na fase seguinte, os animais aprovados, foram submetidos a duas coletas, com

intervalo de uma semana entre elas. O congelamento de sêmen foi realizado logo em

seguida a avaliação da qualidade espermática das amostras. A avaliação e congelamento

das  amostras  coletadas  foram realizadas  no  laboratório  de  tecnologia  do  sêmen  da

Embrapa Caprinos e Ovinos, Sobral, CE. 
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Salienta-se  que  as  análises  espermáticas  antes  do  congelamento  foram  as

seguintes: volume do ejaculado (VE) (mL); concentração espermática (CE) (x10  mm³);⁶

motilidade progressiva individual (MPI) (%); vigor (V) (0-5) (CBRA, 2013).

Parâmetros  seminais  analisados  no  pós-congelamento:  motilidade  progressiva

individual (MPI) e (%); vigor (V).

Após  o  descongelamento,  as  doses  sêmen  avaliadas  foram  analisadas  e

classificadas compondo, animais aprovados com motilidade > 30% e vigor > 3.0, de

acordo com CBRA, 2013.

Criopreservação

Após  a  coleta  de  sêmen  e  avaliação  de  volume,  concentração  e  motilidade

espermática, turbilhonamento o sêmen foi diluído com Tolera-D® em temperatura de

33°C  em  banho  maria.  Logo  em  seguida,  foram  avaliadas  a  motilidade  e  o  vigor

espermático, em microscopia óptica e então, o líquido envasado em palhetas de 0,25 mL

e  lacrada  com  lacrador  específico  para  palhetas.  As  mesmas  foram  previamente

identificadas de acordo com as recomendações do CBRA, 2013.

Posteriormente, armazenadas em palhetas (0,25 mL) e congeladas em máquina

TK  3000®  (TK  Tecnologia  em  congelação  Ltda.,  Uberaba,  Brasil),  na  curva  de

congelação rápida (-0,25ºC/min, de 25ºC a 5ºC e -20ºC/min, de 5ºC a -120ºC), e, após

atingirem - 120ºC, as palhetas foram armazenadas em nitrogênio líquido (-196ºC). Para

avaliação do sêmen criopreservado, uma palheta de cada ejaculado foi descongelada em

banho-maria a 37 °C por 30 segundos. O conteúdo foi alocado em microtubos do tipo

Eppendorf® e mantidos em banho-maria, também a 37 °C, o mesmo congelamento foi

avaliado pós descongelamento em tempo (T0), após 5 minutos (T5) e após 24 horas

(T2) de incubação.

Análise das proteínas totais

Na quantificação das proteínas totais do ejaculado, o sêmen foi centrifugado a

1500 g a 4 °C durante 30 min, para obtenção do plasma seminal. As proteínas totais do

plasma seminal foram quantificadas seguindo a metodologia de Bradford (1976), que

consiste  em  quantificar  proteínas  baseado  na  sua  ligação  com  o  corante  Comassie

Brilhante Blue - CBB (G-2050). A coloração através CCB G-250 ocorre pela ligação

destes  às  proteínas  deixando  o  produto  de  cor  azulada.  Com  a  ajuda  do



30

espectrofotômetro é possível medir a absorbância e correlacioná-la com a concentração

de proteínas na amostra.

A partir da concentração das proteínas totais, se calculou o volume de amostra a

ser utilizada na reidratação das fitas para em seguida o gel de eletroforese bidimensional

(2DE). 

Eletroforese Bidimensional (2DE)

Esta técnica possibilita a separação das proteínas com base em duas etapas: uma

primeira dimensão, de acordo com seu ponto isoelétrico (pI)e, numa segunda dimensão,

em gel desnaturante e poliacrilamida (SPS-PAGE), de acordo com sua massa molecular

(MM).

Focalização Isoelétrica

Uma vez preparada a solução de reidratação das tiras (pH 3 – 10) iniciado com a

descongelação da solução uréia/tiouréia 9 M e depois adição de 5 μL de IPG buffer,

seguido de 10 mg de DTT e 10 mg de CHAPS. Ao final desse processo ter-se-á: uréia 7

M, tiouréia  2 M, DTT 65 mM, CHAPS 1 % p/v,  IPG buffer  0,5 % v/v e  azul  de

bromofenol 0,002 % p/v em um volume de 1 mL. Essa quantidade de 1 mL foi utilizada

na reidratação das tiras, sendo uma de cada animal em períodos de coletas diferentes.

Foram pipetados 250 μL da solução de reidratação em cada slot (canaleta) espalhando

lentamente no tamanho semelhante da tira.

O filme  que  protege  o  gel  da  tira  foi  removido  e  logo em seguida  esta  foi

colocada no slot do IPG Box com o lado do gel voltado para baixo. Posteriormente o

slot  contendo  a  tira  foi  coberto  com cerca  de  3  mL de  cover  fluid começando  da

extremidade em direção ao centro. A reidratação com a amostra acorreu por 16h durante

a noite (Overnight).

As tiras foram colocadas no maniford (suporte que recebe as tiras) que por sua

vez se encaixa na plataforma do IPGphor III. Logo após, foi posicionado os eletrode

pads nas  extremidades  das  tiras  de  forma  que  eles  avancem  o  gel  cerca  de  meio

centímetro, estes foram colocados úmidos com cerca de 1ml de água milli-Q.

O  programa  IPGphor  instalado  no  computador  seguiu  as  seguintes

configurações: etapa 1 (500 V por 0:30h); etapa 2 (4.000 V por 2:30h) e etapa 3 (10.000

V até  atingir  18.000  Vh  totais).  A  corrida  foi  monitorada  pelo  computador,  sendo

visualizada  graficamente  por  uma  linha  vermelha  que  sobrescreveu  a  linha  azul
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(teoricamente) no gráfico de voltagem pelo tempo, ao final as tiras foram guardadas

dentro de tubos de ensaio e acondicionadas em freezer – 80 ºC para posterior corrida de

segunda dimensão.

Segunda Dimensão

Esta  fase  do  processo  de  Eletroforese  Bidimensional  (2DE)  inicia  com  o

equilíbrio das tiras, o qual foi feito em duas etapas, na primeira foi colocado 3 mL de

solução de equilíbrio, acrescentando 57,8 mg de DTT. Na segunda etapa ao final dos 15

minutos de agitação da etapa 1, a tira foi mergulhada por 10 segundos em frasco Bécher

com água purificada por sistema Milli-Q® para retirar o excesso da primeira solução,

em seguida a tira foi colocada em um outro tubo de ensaio com 3 mL de solução de

equilíbrio,  mas  dessa  vez  acrescentando  69,3  mg  de  iodoacetamida,  novamente  foi

agitado levemente por 15 minutos, em seguida a mesma foi colocada sobre o gel de

poliacrilamida a 12% para a corrida eletroforética.

Para a “selagem” da tira IPG no gel, foi necessário fazer uma solução de agarose

(0,5 % de agarose com traços de azul de bromofenol). A solução de agarose levemente

aquecida fundiu a tira ao gel e permitiu formar um “poço” para aplicação do marcador

de peso molecular. No “poço” feito para o marcador, foi aplicado uma mistura de 20 μL

de marcador com 180 μL de tampão de amostra (pesos moleculares de referência: 200

kDa; 116 kDa; 97 kDa; 66 kDa; 55 kDa, 45 kDa, 36 kDa, 29 kDa, 24 kDa, 20 kDa, 14

kDa, e 6 kDa).

Montagem do Sistema, Coloração e Digitalização

A corrida eletroforética foi feita em duas etapas: Programa 1 (30 mA, 100 W por

15 minutos); Programa 2 (50 mA, 100 W por 8 horas).

Após a separação das proteínas de acordo com o Ponto Isoelétrico (pI) e Massa

Molecular (MW), os géis foram retirados das placas com cuidado e levados para cubas

de  vidro,  onde passaram por  agitação lenta  à  25 rpm por  um período de 12 horas,

mergulhado numa solução contendo Comassie Brilhant Blue – CBB.

Ao final desse período, foi retirada a solução de CBB e foi colocada a solução de

revelação por um período de cerca de 10 horas, com o intuito de visualizar os spot’s

presentes.
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Análise dos Géis Bidimensionais

A análise dos géis bidimensionais foi feita através da digitalização das imagens

captadas  em  ImageScanner  II.  Os  géis  foram  comparados  e  os  spot’s  de  proteína

tiveram seus atributos determinados (Ponto Isoelétrico - pI e Massa Molecular - MW)

com o emprego do Software ImageMaster 2D Platinum 7.0. Os spot´s que apresentaram

mecht foram separados e enviados para análise. Os três géis de cada reprodutor foram

avaliados entre si, para identificar spots parecidos, isso de chama metch. 

Analise estatística

Para  a  comparação  dos  animais  no  que  se  refere  à  concentração  e  volume

espermático,  aplicou-se  teste  Exato  de  Fisher,  com  significância  estatística  de  5%

(p<0,05), através da análise de variância, seguido o teste de Tukey. Foram realizadas

análises  de variância,  seguindo o teste  de Bonferroni  para as características  vigor  e

motilidade dos espermatozoides da amostra de sêmen analisada.
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

Características do sêmen fresco

O aspecto do sêmen de cada um dos cinco reprodutores analisados variou de

leitoso  a  cremoso.  Quanto  ao  volume  e  concentração  do  sêmen,  as  amostras  não

diferiram significativamente entre si. Os valores obtidos quanto ao volume, variaram de

0,57 a 1,52 mL (tabela 1). Já a concentração espermática, oscilou de 5,75 a 8,04 x 109 /

mL, tendo uma média de 6,5 x 109 /mL. Esses valores diferem dos obtidos por Falleiro

et al. (2013) ao analisarem ovinos da raça Dorper, que observaram volume médio de

1,47 mL e concentração média de 4,71 x 109/mL em ovinos da raça Dorper.

Tabela 1 – Valores médios e desvio padrão do volume e concentração do sêmen

fresco de cinco reprodutores ovinos Santa Inês.
Variáveis/Animais A B C D E
Volume (mL) 0,96 ± 0,29 0,83 ± 0,15 0,84 ± 0,13 0,6 ± 0,1 0,8 ± 0,15
Concentraçãox109/mL 7,08 ± 0,9 5,98 ± 0,11 6,03 ± 0,16 6,83 ± 1,21 6,55 ± 0,25

Análise microscópica do sêmen fresco e pós-congelamento

De acordo com os resultados obtidos quanto ao vigor espermático, as amostras

analisadas não apresentaram diferença estatística quanto às etapas equivalentes ao pré-

congelamento,  pós-diluição,  T0 min  pós-congelamento  e  T5 min  pós-congelamento.

Contudo,  observou-se  diferença  significativa  (p<0,05)  no  T24  h  pós-congelamento

(tabela  1).  Essas  diferenças  significativas  possivelmente  ocorreram  em  virtude  das

diferenças  individuais  na  expressão  de  proteínas  protetoras  de  estresse  oxidativo  e

térmico no plasma seminal, tais como a clusterina e albumina, no entanto, estes dados

não ainda não foram confirmados,

Tabela 2 – Valores médios e desvio padrão do volume e concentração do sêmen

fresco  de  cinco  reprodutores  ovinos  Santa  Inês.  Letras  diferentes  em colunas  do

mesmo horário indicam diferença significativa na probabilidade de p ≤ 0,05.
Variáveis/Animais A B C D E
Volume (mL) 0,96 ± 0,29 0,83 ± 0,15 0,84 ± 0,13 0,6 ± 0,1 0,8 ± 0,15
Concentraçãox109/m 7,08 ± 0,9 5,98 ± 0,11 6,03 ± 0,16 6,83 ± 1,21 6,55 ± 0,25

Foi observado que o animal A, apresentou parâmetros diferente aos demais, visto que o

vigor espermático foi diferente dos animais B e E. Logo, apresentando valores maiores

de vigor espermático na faixa de 24h após descongelamento.
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Na tabela 2, estão dispostos os valores referentes a motilidades espermática. Não

foi observada diferença estatística em nenhum dos horários para motilidade (figura 2).

Tabela  3  –  Valores  percentuais  de  motilidade  espermática  do  sêmen  de  cinco

reprodutores ovinos Santa Inês sob diferentes condições.
Reprodutor Sêmen fresco Pós-diluição T0 min T5 min T24 horas
A 88,00 88,00 22,00 37,00 38,00
B 85,00 88,00 25,00 23,00 20,00
C 90,00 83,00 30,00 30,00 33,00
D 87,00 87,00 30,00 33,00 35,00
E 90,00 87,00 18,00 23,00 28,00

A concentração protéica obtida neste estudo foi de 20,7 μg μL; 24,0 μg μL; 21,6

μg  μL;  19,3  μg  μL  e  15,3  μg  μL(figura  3).  Foi  observada  diferença  estatística  na

concentração protéica, em que os animais B e C diferiram estatisticamente do animal E

(Tabela  3),  diferentemente  do  encontrado  por  Moura  et  al.  (2010),  que  obtiveram

valores de concentração protéica entre 32 μg μL e 39 μg μL, porém não encontraram

diferença estatística entre seus valores de concentração protéica.

Avaliando os géis foi observado que a maioria das proteínas do plasma seminal

dos ovinos possuíam peso molecular abaixo de 75 kDa e pI ácido, sendo poucas as que

apresentaram pI  acima de 8.  Em um estudo similar,  Moura et  al.  (2010) obtiveram

dados  que  corroboram com os  apresentados  neste  trabalho,  com predominância  nos

pesos moleculares abaixo de 70 e pI abaixo de 7. 

Figura 1: Concentração total de proteínas no plasma seminal de ovinos reprodutores da

raça Santa Inês. Letras diferentes entre diferentes colunas indicam diferença estatística a

probabilidade de p ≤ 0,05.
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Observou-se  neste  trabalho  oito  spots  sugestivos  para  a  preteina  clusterina,

corroborando com o perfil preteico relatado em diversos estudos (SOUZA et al., 2012;

OLIVEIRA et  al.,  2017),  com kDa entre  31 e  35 e pI entre  4,8 e  5,4.  Esta  é uma

glicoproteína  do  plasma  seminal  que  pode  prevenir  contra  o  dano  oxidativo  do

espermatozoide,  se liga e aglutina espermatozoides defeituosos e protege os gametas

masculinos dos efeitos tóxicos de precipitação das proteínas. 

A albumina é uma proteína secretada pela glândula bulbouretral e presente na

porção caudal do epidídimo em ovinos, comumente associada à proteção da membrana

espermática contra estresse oxidativo por radicais livres e/ou estresse térmico (ROCHA

et al., 2015). Ela apresenta com peso molecular alto, próximo a 70 kDa e pI próximo a

5,8  (ROCHA  et  al.,  2015),  valores  muito  similares  aos  obtidos  em  um spot  neste

trabalho, com 69 kDa e pI 5,2, nas figuras 2, 3 e 5. 

A osteopontina, apesar de mais estudada na proteômica seminal bovina (REGO

et al., 2016; KUMAR et al., 2017) é correlacionada, juntamente com outras proteínas,

como clusterina, albumina  e binder of sperm com alta congelabilidade, em virtude da

capacidade  antioxidante  e  de  proteção  da  membrana  espermática  dessas  proteínas

(JOBIM  et  al.,  2009),  fazendo  com  que  estas  tenham  alta  importância  para

criopreservação e inseminação artificial. 

Por outro lado, proteínas originadas na vesícula seminal da família BSPs, como

bodesinas e binder of sperm são as mais comuns no plasma seminal ovino (comumente
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acima de 20% das proteínas) (VAN TILBURG et al., 2021) e tem grande importância

na capacitação espermática  (PLANTE et  al.,  2016)  e  interação dos espermatozoides

com o oviduto (SUAREZ, 2016). Foram obtidos meste estudo sete spots sugestivos para

as proteínas.

Nas figuras  4,  5,  6,  7  e  8,  logo a  seguir,  estão  dispostos  os  spots  protéicos

detectados no mapa bidimensional, referentes as eletroforeses bidimensionais (2DE) de

cada  animal  estudado.  Conforme  os  resultados,  pode-se  observar  a  presença  de

possíveis proteínas que estejam relacionadas a qualidade do plasma seminal de ovinos

Santa  Inês.  Contudo,  análise  mais  especializadas  devem ser  realizadas  para  melhor

identificação e classificação dessas proteínas.

De acordo com que foi observado, ocorre variação na distribuição da expressão

dos spots protéicos entre os animais, apesar de pertencerem à mesma raça. Portanto, é

são  importantes  para  analisar  em  pesquisas  posteriores,  as  possibilidades  destas

variações individuais e comuns a espécie ovina estudada. 

As proteínas do plasma seminal possuem propriedades inerentes a cada espécie,

podendo diferir entre estrutura e função das proteínas espermáticas. Assim, estas podem

ser  utilizados  como  bons  parâmetros  andrológicos.  Já  que  a identificação  e

caracterização  de  proteínas  envolvidas  nestes  processos  ajudaria  a  uma  maior

compreensão dos mecanismos reprodutivos (VILLEMURE et al., 2003).

Nestas  condições,  a  técnica  de  eletroforese  bidimensional  em  gel  de

poliacrilamida  (2D-PAGE),  atua  como  um  dos  métodos  mais  utilizados  para

caracterização do proteoma. Sendo importante para detectar a presença de proteínas que

poderão ser analisadas com mais cautela e assim serem caracterizadas. 

Neste estudo, a utilização da técnica foi importante para contribuir na construção

do perfil proteico do plasma seminal de ovinos Santa Inês. Conforme apresentado nas

figuras de número 2, 3, 4, 5 e 6.

Mediante a confirmação da presença de prováveis proteínas na 2D-PAGE, aestas

poderão ser identificadas de modo mais específico e classificadas da espectrometria de

massa (MS), uma técnica altamente sensível.

As análises proteômicas são ferramentas valiosas na determinação da presença

de biomarcadores ou no mapeamento de perfil de amostras diferentes, mesmo aquelas

com alta e baixa fertilidade ou congelabilidade.  Portanto, as proteínas possuem uma

grande  importância  nos  processos  biológicos  e  reprodutivos  havendo  uma  grande

expectativa na descoberta de muitos biomarcadores protéicos. 
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Figura 2. Gel referente ao animal A, com dados relativos ao pI e kDa de acordo com o

match.

Figura 3. Gel referente ao animal B, com dados relativos ao pI e kDa de acordo com o

match.
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Figura 4. Gel referente ao animal C, com dados relativos ao pI e kDa de acordo com o

match.

Figura 5. Gel referente ao animal D, com dados relativos ao pI e kDa de acordo com o

match.
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Figura 6. Gel referente ao animal E, com dados relativos ao pI e kDa de acordo com o

match.

Foi observado que os animais avaliados neste estudo obtiveram altas taxas de

vigor e motilidade pós congelamento, isso possivelmente ocorre proteínas presentes no

plasma  seminal,  uma  vez  que  muitas  destas  estão  relacionadas  a  reduzir  estresse

oxidativo  e térmico,  bem como,  auxiliar  na proteção da membrana espermática.  No

entanto, para que ocorra uma conclusão é necessária a realização da espectrometria de

massa.
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CONCLUSÃO

Utilizando o método de eletroforese bidimensional, foi possível a identificação

de  diversos  spots  presentes  no  plasma  seminal  de  reprodutores  de  alto  poder  de

congelabilidade da raça Santa Inês. A literatura sugere que estas proteínas sugerem que

as mesmas desempenham diversas funções como, proteção da membrana espermática,

proteção dos efeitos tóxicos e capacitação espermática.

Este estudo identificou através de comparativo bibliográfico de peso isoelétrico

e massa molecular as prováveis proteínas do plasma seminal em carneiros da raça Santa

Inês, adaptados à região semiárida do nordeste brasileiro.

As proteínas encontradas no presente estudo são possivelmente biomarcadores

na área de proteômica e podem ter correlação positiva com a congelabilidade de sêmen

da raça Santa Inês.
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CONSIDERAÇÕES FINAIS

 

Utilizando o método de eletroforese bidimensional, foi possível a identificação

de  diversos  spots presentes  no  plasma  seminal  de  reprodutores  de  alto  poder  de

congelabilidade da raça Santa Inês. As possíveis identificações destas proteínas sugerem

que  as  mesmas  desempenham  diversas  funções  como,  proteção  da  membrana

espermática, proteção dos efeitos tóxicos e capacitação espermática.

Estudos  direcionados  a  proteômica  seminal  da  espécie  ovina  ainda  são

considerados escassos. Contudo, o início de pesquisas e obtenção de resultados iniciais

tornam-se um feito importante para o direcionamento de mais pesquisas que possam

atuar  na  identificação  de  possíveis  marcadores  para  fertilidade,  prolificidade  e

congelabilidade do sêmen. Além de auxiliar nos processos e validação de metodologias

de processamento de sêmen.

Este estudo identificou através de comparativo bibliográfico de peso isoelétrico

e massa molecular as prováveis proteínas do plasma seminal em carneiros da raça Santa

Inês, que são animais deslanados e adaptados à região semiárida do nordeste brasileiro.

Ainda são bastante reduzidos o número de trabalhos e de bases de dados com

informações confiáveis e direcionadas a identificação, reconhecimento e comparação de

proteínas seminais em animais da espécie ovina. Neste caso, a principal ferramenta de

consulta que fornece um banco de dados (Uniprot, Expasy, pela ferramenta TagIdent)

para identificação, classificação e comparação das proteínas ficou indisponibilidade, por

um longo período,  para atualização.  Impossibilitando assim a comparação dos  spots

protéicos disponíveis no banco de dados com o pI e MW das amostras analisadas neste

estudo, para comparação.

As proteínas encontradas no presente estudo são possivelmente biomarcadores

na área de proteômica sêmen da raça Santa Inês.
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