
 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

FACULDADE DE VETERINÁRIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS VETERINÁRIAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A CONCENTRAÇÃO, A COMPOSIÇÃO E A QUALIDADE DO PLASMA 

SEMINAL NA PRESERVAÇÃO DO SÊMEN EQÜINO A +4oC 

 

 

 

 

 

 

 

 

FREDERICO LANÇA SCHMITT 

 

 

 

 

 

 

Porto Alegre, Setembro de 2002 

 



 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

FACULDADE DE VETERINÁRIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS VETERINÁRIAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

A CONCENTRAÇÃO, A COMPOSIÇÃO E A QUALIDADE DO PLASMA 

SEMINAL NA PRESERVAÇÃO DO SÊMEN EQÜINO A +4oC 

 

 

 

 

 

FREDERICO LANÇA SCHMITT 

 

 

 

 

Dissertação apresentada como um dos requisitos 

ao grau de mestre em Medicina Veterinária, área 

de Reprodução Animal. 

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Costa Mattos 

 

 

 

Porto Alegre, Setembro de 2002



 iii

 

APROVADO POR: 
 
 

 
 
 
 
 
 
Membro da Banca 
 
 
 
 
 
 
Membro da Banca 
 
 
 
 
 
 
Membro da Banca 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 iv

AGRADECIMENTOS 

 

Ao meu orientador, Prof. Dr. Rodrigo Costa Mattos, pelo compreensão, auxilio e 

amizade. 

As professoras Maria Inês Mascarenhas Jobim e Eneder Oberst, pela colaboração, 

estímulo, preocupação e amizade. 

Aos colegas do Reprolab, que muito me ensinaram. 

Aos estagiários do Reprolab, pelo trabalho, amizade e compreensão. 

As secretárias da Pós-graduação, sempre preocupadas. 

Ao coléga Eduardo Malschitzky, pelo incentivo e cedência dos animais. 

Á prof Petra Gabarde, pele valioso empréstimo do BAIXINHO. 

À professora Vera pelo auxílio na analise estatística. 

À Dra. Ana Mattos, pelo não menos importante auxilio nas correções. 

À CAPES, pela bolsa. 

Enfim a todos que me auxiliaram na execução deste projeto e incentivando 

acreditaram em sua execução. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 v

SUMÁRIO 

 

LISTA DE TABELAS.............................................................................. vii 
LISTA DE FIGURAS...............................................................................   x 
RESUMO..................................................................................................  xi 
ABSTRACT............................................................................................... xiv 
1 INTRODUÇÃO......................................................................................   1 
2 REVISÃO DA LITERATURA.............................................................   3 
2.1 Inseminação Artificial........................................................................   3 
2.2 Plasma Seminal...................................................................................   4 
2.2.1 O plasma seminal na preservação do sêmen.................................   5 
2.2.2 Efeito do plasma seminal no útero.................................................   8 
2.3 Proteínas do plasma seminal..............................................................   9 
2.4 Avaliação Espermática.......................................................................   9 
2.4.1 Motilidade espermática...................................................................   9 
2.4.2 Morfologia espermática................................................................... 10 
2.4.3 Teste de funcionalidade de membrana.......................................... 11 
2.4.4 Teste de integridade de membrana................................................ 13 
2.5 Centrifugação...................................................................................... 14 
2.6 Diluentes do sêmen.............................................................................. 16 
2.7 Resfriamento do sêmen...................................................................... 18 
3 MATERIAIS E MÉTODOS................................................................. 20 
3.1 Coleta de sêmen................................................................................... 20 
3.2 Exame do sêmen.................................................................................. 20 
3.2.1 Exame Macroscópico....................................................................... 20 
3.2.2 Motilidade espermática................................................................... 20 
3.2.3 Determinação da concentração espermática................................. 21 
3.2.4 Teste de integridade de membrana- CFDA/PI............................. 21 
3.2.5 Teste de funcionalidade membrana- Teste hiposmótico.............. 22 
3.3 Diluentes.............................................................................................. 22 
3.3.1 Leite desnatado UHT....................................................................... 23 
3.3.2 Leite-glicose...................................................................................... 23 
3.4 Resfriamento do sêmen...................................................................... 23 



 vi

3.5 Técnica da eletroforese....................................................................... 24 
3.5.1 Determinação de proteínas totais................................................... 24 
3.5.2 Eletroforese bidimensional.............................................................. 24 
3.5.2.1 Primeira dimensão........................................................................ 24 
3.5.2 2 Segunda dimensão......................................................................... 26 
3.5.3 Quantificação das bandas protéicas............................................... 29 
4 EXPERIMENTOS ................................................................................ 30 
4.1 Experimento I...................................................................................... 30 
4.1.1 Animais............................................................................................. 30 
4.1.2 Diluentes........................................................................................... 30 
4.1.3 Delineamento experimental............................................................ 30 
4.1.4 Análise estatística............................................................................. 31 
4.1.5 Resultados......................................................................................... 32 
4.1.6 Discussão........................................................................................... 40 
4.2 Experimento II.................................................................................... 45 
4.2.1 Animais............................................................................................. 45 
4.2.2 Delineamento Experimental............................................................ 46 
4.2.3 Análise Estatística............................................................................ 46 
4.2.4 Resultados......................................................................................... 46 
4.2.5 Discussão........................................................................................... 49 
4.3 Experimento III................................................................................... 55 
4.3.1 Animais............................................................................................. 55 
4.3.2 Delineamento experimental............................................................ 55 
4.3.3 Analise estatística............................................................................. 57 
4.3.4 Resultados......................................................................................... 57 
4.3.5 Discussão........................................................................................... 64 
5 CONCLUSÕES...................................................................................... 66 
6 BIBLIOGRAFIA................................................................................... 67 

 



 vii

 
LISTA DE TABELAS 

 

 

Tabela 1. Componentes do gel de primeira dimensão......................................... 25 
 

Tabela 2. Componentes do gel de segunda dimensão (SDS-PAGE)............... 
 

27 

Tabela 3- Valores médios de motilidade total às 0h, 24h, 48h e 72 h de 
amostras de sêmen resfriado contendo 0%, 2,5%, 5% e 10% de plasma no 
diluente................................................................................................................ 

 

32 

Tabela 4- Valores médios de motilidade progressiva de sêmen eqüino 
resfriado nas 0h, 24h, 48h e 72h contendo 0%, 2,5%, 5% e 10 % de plasma 
seminal................................................................................................................. 

 

33 

Tabela 5- Valores médios de espermatozóides, diluídos e resfriados, com 
membrana funcional às 0h, 24h, 48h e 72h de observação, contendo diferentes 
concentrações de plasma seminal.........................................................................

 

34 

Tabela 6 – Valores médios de espermatozóides eqüinos com a membrana 
integra às 0h, 24h, 48h e 72h com 0%, 2,5%, 5% e 10% de plasma seminal...... 

 
35 

Tabela 7- Valores médios de espermatozóides com lesão de acrossoma às 0h, 
24h, 48h e 72 h de amostras contendo diferentes concentrações de plasma 
seminal................................................................................................................. 

 

36 

Tabela 8 Valores médios de motilidade total, de sêmen eqüino resfriado a 
+4ºC, nos diferentes diluentes às 0h, 24h, 48h e 72h de armazenamento 

 
37 

Tabela 9- Valores médios de motilidade progressiva, de sêmen eqüino 
resfriado a +4ºC, nos diferentes diluentes às 0h, 24h, 48h e 72h de 
armazenamento.....................................................................................................

 

37 

Tabela 10 – Valores médios de espermatozóides com membrana funcional, de 
sêmen eqüino resfriado a +4ºC, nos diferentes diluentes às 0h, 24h, 48h e 72h 
de armazenamento................................................................................................

 

38 

Tabela 11 –Valores médios de espermatozóides com membrana íntegra de 
sêmen eqüino, resfriado a +4ºC, nos diferentes diluentes às 0h, 24h, 48h e 72h 
de armazenamento................................................................................................

 

39 

  



 viii

Tabela 12 –Valores médios de espermatozóides com acrossoma danificado de 
sêmen eqüino, resfriado a +4ºC, nos diferentes diluentes às 0h, 24h, 48h e 72h 
de armazenamento................................................................................................

 

39 
 
Tabela 13- Parâmetros reprodutivos dos garanhões de alta e baixa 
qualidade de sêmen....................................................................................... 

 
 
45 

 
Tabela 14. Peso molecular (PM), ponto isoelétrico (pI) e densidade óptica 
das proteínas do plasma seminal dos  reprodutores eqüinos conforme a 
fertilidade................................................................................................... 

 
 
 
48 

Tabela 15- Freqüência de aparecimento das bandas protéicas 3, 5, 17, 19 e 31 
conforme a fertilidade dos garanhões.............................................................. 

 
49 

 
Tabela 16- Motilidade total do sêmen de garanhões de alta e baixa 
qualidade de sêmen sem plasma seminal, resfriado a +4oC, às 0h, 24h, 48h 
e 72h de armazenamento.............................................................................. 

 
 
 
57 

 
Tabela 17- Motilidade total média do sêmen de garanhões de alta qualidade 
espermática acrescido de diferentes qualidades e quantidades de plasma 
seminal, resfriado a +4C, às 0h, 24h, 48h e 72h de armazenamento.............. 

 
 
 
58 

 
Tabela 18 – Motilidade total média do sêmen de garanhões de baixa qualidade 
espermática acrescido de diferentes qualidades e quantidades de plasma 
seminal, resfriado a +4C, às 0h, 24h, 48h e 72h de armazenamento................... 

 
 
 
58 

 
Tabela 19- Motilidade progressiva do sêmen de garanhões de alta e baixa 
qualidade de sêmen sem plasma seminal, resfriado a +4oC, às 0h, 24h, 48h 
e 72h de armazenamento............................................................................... 

 
 
 
59 

 
Tabela 20- Motilidade progressiva média do sêmen de garanhões de alta 
qualidade espermática, acrescido de diferentes qualidades e quantidades de 
plasma seminal, resfriado a +4oC, às 0h, 24h, 48h e 72h de armazenamento.

 
 
 
60 

 
Tabela 21- Motilidade progressiva média do sêmen de garanhões de baixa 
qualidade espermática, acrescido de diferentes qualidades e quantidades de 
plasma seminal, resfriado a +4oC, às 0h, 24h, 48h e 72h de armazenamento 

 
 
 
60 

 
Tabela 22- Valores médios de espermatozóides com a membrana funcional 
de garanhões de alta qualidade espermática acrescido de diferentes 
qualidades e quantidades de plasma seminal, resfriado a +4oC, às 0h, 24h, 
48h e 72h de armazenamento........................................................................ 

 
 
 
 
61 

 
 
 
 

 
 
 
 



 ix

Tabela 23- Valores médios de espermatozóides eqüinos com a membrana 
funcional de garanhões de baixa qualidade espermática acrescidos de 
diferentes qualidades e quantidades de plasma seminal, resfriados a +4oC, às 
0h, 24h, 48h e 72h de armazenamento................................................................. 

 
 
 
62 

 
Tabela 24- Valores médios de espermatozóides com a membrana íntegra de 
garanhões de alta qualidade espermática, acrescidos de diferentes 
qualidades e quantidades de plasma seminal, resfriados a +4oC, às 0h, 24h, 
48h e 72h de armazenamento........................................................................ 

 
 
 
 
63 

 
Tabela 25- Valores médios de espermatozóides com a membrana íntegra de 
garanhões de baixa qualidade espermática, acrescidos de diferentes 
qualidades e quantidades de plasma seminal, resfriados a +4oC, às 0h, 24h, 
48h e 72h de armazenamento........................................................................ 

 
 
 
 
63 

 



 x

 

LISTA DE FIGURAS 

 

 

Figura 1. Representação esquemática da primeira dimensão............................... 26 

 

Figura 2. Representação esquemática da segunda dimensão............................... 

 

28 

 

Figura 3. Perfil eletroforético das proteínas do plasma seminal eqüino ............. 

 

47 

 



 xi

RESUMO 
Dissertação de Mestrado 

Programa de Pós-Graduação em Medicina Veterinária 
Área de concentração Fisiopatologia da Reprodução 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul 
 

A CONCENTRAÇÃO, A COMPOSIÇÃO E A QUALIDADE DO PLASMA 

SEMINAL NA PRESERVAÇÃO DO SÊMEN EQÜINO A +4oC 

 
AUTOR: FREDRICO LANÇA SCHMITT 

ORIENTADOR: RODRIGO COSTA MATTOS 
CO-ORIENTADORES: MARIA INÊS M. JOBIM E ENEDER R. OBERST 

 

O presente trabalho constou de três experimentos. O primeiro objetivou 

verificar a influência de diferentes concentrações de plasma seminal e de dois diluentes 

na motilidade e na integridade e funcionalidade da membrana plasmática de 

espermatozóides eqüinos resfriados. Para tanto, foram utilizados 4 garanhões, 

comprovadamente férteis e em atividade sexual. Imediatamente após a coleta, o sêmen 

foi avaliado, diluído 1:2 com EDTA-glicose, dividido em oito alíquotas e centrifugado a 

600g, por 10 minutos, para remoção do plasma seminal. O pellet de cada alíquota foi 

ressuspendido com um determinado volume do plasma seminal, previamente removido e  

acrescido de um determinado volume de um dos dois diluente (leite desnatado UHT ou 

leite desnatado-glicose) até atingir uma concentração final entre 40 e 50x106 

espermatozóides/ml, contendo as seguintes concentrações finais de plasma seminal: 0%, 

2,5%, 5% e 10%. Imediatamente após a diluição, o sêmen foi avaliado quanto à 

motilidade progressiva e total e funcionalidade e integridade da membrana plasmática. A 

seguir, os oito frascos contendo o sêmen, com um volume aproximado de 12 ml cada, 

foram resfriados em câmara a +4ºC a uma taxa de resfriamento de 0,3º C/min, sendo o 

sêmen novamente avaliado às 24, 48 e 72 horas. 

O segundo experimento objetivou verificar o perfil protéico do plasma seminal 

de garanhões de alta fertilidade e de baixa fertilidade. Para tanto, foram utilizados 4 

garanhões, sendo 2 com boa qualidade de sêmen e dois com baixa qualidade de sêmen. 

Após a coleta o sêmen foi centrifugado duas vezes a 3000g por 20 minutos para retirar o 

plasma seminal e este foi congelado a –196oC. No momento da realização da 



 xii

eletroforese bidimensional, o plasma foi descongelado à temperatura ambiente, 

novamente centrifugado a 10000g por 1 hora, e sua proteína mensurada. 

O terceiro experimento objetivou verificar a influência do plasma seminal de 

garanhões com baixa qualidade espermática na motilidade e integridade e 

funcionalidade de membrana plasmática de espermatozóides de garanhões com alta 

qualidade espermática e vice-versa. Para tanto, foram utilizados 4 garanhões, dois com 

alta qualidade (AQ) e dois com baixa qualidade de sêmen (BQ). Os garanhões tiveram 

seu sêmen previamente coletado para realizar um banco de plasma seminal. Para tanto, o 

sêmen foi centrifugado duas vezes a 3000g por 20 minutos, dividido em alíquotas de 1,5 

ml, identificado e congelado a –196oC. Quando da utilização, o plasma seminal foi 

descongelado em banho-maria a +37oC. Foram realizadas 5 coletas de sêmen de cada 

garanhão. Imediatamente após a coleta, o sêmen foi avaliado e diluído 1:2 com EDTA-

glicose, dividido em cinco alíquotas e centrifugado a 600g, por 10 minutos, para 

remoção do plasma seminal. O pellet de cada alíquota recebeu com uma determinada 

quantidade de plasma seminal, do banco de plasma, e um determinado volume de Leite 

UHT, até atingir uma concentração final entre 40 a 50x106 espermatozóides/ml. Nos 

garanhões de alta e de baixa qualidade de sêmen, foi acrescido ao pellet, após a 

centrifugação, plasma seminal de garanhões de baixa (BQ) e de alta (AQ) qualidade de 

sêmen, em concentrações finais de 0% 2,5% e 5%. Imediatamente após a diluição, o 

sêmen foi avaliado quanto à motilidade progressiva e total e funcionalidade e 

integridade de membrana plasmática. A seguir, os dez frascos contendo o sêmen, com 

um volume aproximado de 12 ml cada, foram resfriados em incubadora, a +4ºC e 

reavaliado às 24h, 48h e 72h horas. 

Concluiu-se que concentrações de até 5% de plasma seminal não afetam a 

motilidade, a funcionalidade e a integridade de membrana plasmática dos 

espermatozóides; concentrações de 2,5% de plasma seminal provenientes de garanhões 

de alta qualidade de sêmen melhoram a motilidade espermática de garanhões de baixa 

qualidade de sêmen; concentrações de 2,5% de plasma seminal melhoram os percentuais 

de funcionalidade e integridade de membrana As bandas protéicas 5 e 19 do plasma 

seminal não foram identificadas nos garanhões de baixa qualidade de sêmen; as bandas 



 xiii

protéicas 3 e 17 apresentaram densidade óptica superior nas amostras de garanhões de 

baixa qualidade de sêmen, enquanto que a banda protéica 31 foi superior nos animais de 

alta qualidade, constituindo-se em prováveis marcadores de qualidade do sêmen. A 

utilização de leite desnatado UHT proporcionou melhores resultados de motilidade e 

integridade de membrana, em comparação ao leite-glicose. 

 

PALAVRAS-CHAVE: sêmen eqüino; plasma seminal, sêmen resfriado, 

eletroforese, proteínas. 
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The present study included three experiments. The first one aimed to detect the 

influence of different equine seminal plasma concentrations and of two different 

extenders on equine sperm motility and plasmatic membrane integrity and functionality. 

Four proven fertile, sexually active stallions were used. Sperm was evaluated 

immediately after collection, diluted 1:2 with EDTA-glucose, divided in eight samples 

and centrifuged at 600g for 10 minutes for supernatant removal. Each pellet received a 

certain volume of the previously removed seminal plasma, plus a certain volume of 

extender (UHT skim milk or skim milk-glucose) so that a final sperm count between 40 

and 50x106 sperm/ml was reached, with the following seminal plasma concentrations: 

0%, 2.5%, 5% and 10%. Immediately after dilution, sperm was evaluated for 

progressive and total motility and membrane integrity and functionality. Afterwards, the 

eight flasks containing about 12 ml sperm each were cooled in a +4oC chamber at a 

cooling rate of 0.3oC/minute. Sperm was evaluated again after 24, 48 and 72h. 

The second experiment aimed to determine seminal plasma proteins in high and 

low fertility stallions. Four stallions were studied, two with high quality and two with 

low quality semen. After collection, semen was centrifuged twice at 3000g for 20 

minutes for seminal plasma removal, which was frozen at –196oC. At the moment of 

performing bi-dimensional electrophoresis, seminal plasma was thawed at room 

temperature, centrifuged at 10000g for 60 minutes and protein content was evaluated. 
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The third experiment aimed to determine the influence of seminal plasma from 

low quality semen stallions on sperm motility and membrane integrity and functionality 

from high quality semen stallions, and vice-versa. Four stallions were used, two of high 

quality (HG) and two of low quality (LQ) semen. Their seminal plasma was collected 

previously in order to make a sperm bank. For that, semen was centrifuged twice at 

3000g for 20 minutes, divided in 1.5 ml samples, identified and frozen at –196oC. For 

use, seminal plasma was thawed in water bath at 37oC. Five ejaculates from each 

stallion were used. Immediately after collection semen was evaluated and diluted 1:2 

with EDTA-glucose, divided in five samples and centrifuged at 600g for 10 minutes for 

plasma removal. Each pellet received a certain seminal plasma volume (from the 

seminal plasma bank), plus a certain volume of UHT milk, so that a final sperm count 

between 40 and 50x106 sperm/ml was reached. Pellets of stallions with high and low 

quality semen received seminal plasma from stallions with high (HQ) and low quality 

(LQ) semen at final concentrations of 0%, 2.5% and 5%. Immediately after dilution, 

semen was evaluated for sperm progressive and total motility and membrane integrity 

and functionality. Afterwards, the ten flasks containing about 12 ml semen were cooled 

in a 4oC chamber and evaluated again after 24, 48 and 72h. 

It was concluded that concentrations of until 5% seminal plasma do not affect 

sperm motility or membrane integrity and functionality; concentrations of 2.5% seminal 

plasma from high quality semen stallions improve sperm motility in low quality semen 

stallions; concentrations of 2.5% seminal plasma improve sperm membrane integrity 

and functionality rates. Seminal plasma protein bands 5 and 19 were not found in low 

quality semen stallions; protein bands 3 and 17 showed superior optical density in the 

samples from low quality semen stallions, while protein band 31 was superior in high 

quality semen animals, becoming probable semen quality markers. The use of UHT 

skim milk offered better results concerning sperm motility and membrane integrity, in 

comparison to milk-glucose. 

 

KEYWORDS: equine semen; seminal plasma; cooled semen; electrophoresis; 

proteins. 



 1

1. INTRODUÇÃO 
 

O eqüino é a espécie animal que maior número de empregos gera mundialmente, pela 
tecnificação de sua criação e pelo alto valor agregado de seus produtos. As recentes conquistas brasileiras 
nas pistas internacionais, tanto de corrida como no salto, tornaram o cavalo um produto de exportação, 
gerando divisas para o nosso país. O Rio Grande do Sul é o principal pólo criatório de eqüinos de 
competição no Brasil. Para manter a criação nacional e estadual competitiva é necessário entre outras 
medidas utilizar modernas biotécnicas para aprimorar a reprodução e diminuir os custos da produção. 

A inseminação artificial com sêmen fresco, largamente utilizada na reprodução eqüina, é uma 
dessas técnicas. Sua utilização oferece varias vantagens sobre a monta natural, como a otimização 
reprodutiva do garanhão, a redução de riscos durante a cópula  e a redução de transmissão de doenças 
venéreas. Esta técnica, atualmente no Brasil, é permitida por diversas associações de raça (Mattos, 1995), 
e tem seus índices de concepção, com sêmen fresco, próximos ou até superiores aos da monta natural 
(Mattos et al., 1996). 

O resfriamento e transporte de sêmen a temperatura de +5ºC para posterior 

inseminação de éguas é uma pratica rotineira na criação de cavalos (Jasko et al., 

1991; Hathaway et al., 1992 ; Mattos, 1995; Bredford et al., 1995), apresentando 

vantajosos resultados quando comparados aos obtidos com o sêmen congelado, visto 

o alto custo do processo de criopreservação e a baixa fertilidade do sêmen de vários 

garanhões expostos a esta técnica (Varner et al., 1987; Klug, 1989) 

A utilização de um diluente adequado é essencial para a proteção do 

espermatozóide eqüino durante sua estocagem (Batellier et al., 1997). Inúmeros são 

os diluentes utilizados para sêmen eqüino, sendo a gema de ovo e o leite os mais 

utilizados (Pickett, 1992), pois protegem os espermatozóides dos efeitos nocivos 

causados pelo rápido resfriamento do sêmen (Varner et al., 1987). A ação protetora 

do leite é dada pelas suas lipoproteínas, que estabilizam as membranas dos 

espermatozóides, permitindo sua adaptação às baixas temperaturas (Watson, 1991; 

Amann & Graham, 1992). No entanto, é importante regular a osmolalidade e o pH do 

diluente (Picket,1992) para que fiquem compatíveis com a dos espermatózoides.  

O sêmen resfriado apresenta índices de fertilidade semelhantes aos do sêmen 

fresco (Keller, 1998) quando utilizado nas primeiras horas após a coleta. No entanto, 

sua fertilidade cai drasticamente após as 24 horas. A presença do plasma seminal é 

apontado como uma das causas da baixa fertilidade do sêmen resfriado por mais de 

24 horas. 

O plasma seminal, quantitativa e qualitativamente, depende da secreção do, 

epidídimo, da ampola do canal deferente, da próstata, das vesículas seminais e glândulas 

bulbo-uretrais (Magestrini et al., 1995). Sua presença no ejaculado causa um efeito 
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negativo na sobrevida dos espermatozóides eqüinos (Magestrini et al., 1995), 

principalmente quando congelado ou estocado a +5ºC em concentrações elevadas (Jasko 

et al., 1991; Hathaway et al., 1992; Keller et al., 2001) e 48 horas após a coleta (Pickett 

et al., 1975). 

Existem vários fatores desconhecidos no plasma seminal que reduzem a 

motilidade espermática (Jasko et al., 1991), assim como fatores que causam distúrbio na 

viabilidade espermática e na sua capacidade de fertilização (Varner et al., 1987). O 

plasma seminal, por outro lado, contém componentes que são importantes para a 

sobrevivência espermática, é o veiculo do ejaculado, do diluente e contém substratos 

metabolizáveis pelo espermatozóides (Brandon et al., 1999), sendo a sua completa 

retirada, portanto, não aconselhável (Picket et al.,1975). 

O procedimento normalmente adotado para a retirada do plasma seminal é a 

centrifugação em baixa rotação, não sendo esta deletéria à sobrevida dos 

espermatozóides (Picket et al., 1975), já que altas forças e pôr tempo superior a dez 

minutos causam danos a membrana plasmática (Keller, 1998). 

A fração de plasma ideal a ser mantida no sêmen para sua melhor 

preservação vem sendo estudada (Picket et al., 1975; Varner et al., 1987 ; Hathaway 

et al., 1992 ; Bedford et al., 1995), assim como os efeitos deletérios causados à 

membrana espermática (Aurich et al. ,1996).  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

 

 

2.1 INSEMINAÇÃO ARTIFICIAL 

 

A inseminação artificial em eqüinos foi relatada, pela primeira vez, em 

textos árabes, em 1322: supostamente, um chefe árabe roubou de um rival o sêmen 

de um garanhão e inseminou sua égua, ocorrendo o nascimento de um produto. O 

primeiro relato científico, documentado, do uso desta técnica foi realizado em 1776 

por Lazzaro Spallanzani, que inicialmente trabalhou com cães e posteriormente, 

avaliou o método em eqüinos, incluindo o resfriamento do sêmen (Brinsko & Varner, 

1992). A sua popularização ocorreu a partir do fim do século XIX e massificou-se 

com a implantação de grandes programas na Rússia (Klug, 1993) e na China 

(Brinsko & Varner, 1992), a partir dos anos 30.  

A inseminação artificial com sêmen fresco, permitida por diversas 

associações de raça (Mattos, 1995), além de ser uma técnica simples e amplamente 

difundida, maximiza a utilização do garanhão, reduz a transmissão de doenças 

venéreas e o risco de acidentes no momento da cópula (Brinsko & Varner, 1992), 

assim como diminui os custos e o estresse do transporte da égua e do potro até o 

garanhão (Squires et al., 1988).  

Seus índices de concepção, com sêmen fresco, apresentam resultados iguais 

ou superiores aos obtidos com a monta natural (Mattos et al., 1996). Palmer (1984) 

relatou índices de prenhez por ciclo similares para monta natural (64%) e 

inseminação artificial com sêmen puro (76%). No entanto, Mattos e Cavalheiro 

(1988), utilizando 225 ciclos, durante três temporadas, obtiveram taxa de prenhez por 

ciclo significativamente superior (p<0,05) com a utilização da inseminação artificial 

com sêmen fresco (78,7%), quando comparada à obtida com a monta natural 

(65,3%).  

Os índices de prenhez obtidos por monta natural (78%) e por inseminação 

artificial com sêmen diluído em leite desnatado e preservado por 24h a 96h entre 0ºC 
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e +5ºC, foram similares: 24h ( 71,4%), 48h (85%), 72h (50%) e 96h (67%) (Hughes e 

Loy, 1970). Resultados similares foram obtidos por Mattos (1995), que comparou a 

fertilidade do sêmen diluído preservado a +4ºC por 24h com a do sêmen fresco 

diluído utilizado até uma hora após a coleta. Tendo a taxa de prenhez aos 23 dias 

como medida de referência, o autor não encontrou diferença significativa (p<0,05) 

entre os grupos avaliados. Estes resultados foram confirmados por Keller et al. 

(2001), que compararam os índices de prenhez obtidos após inseminação utilizando 

sêmen fresco e resfriado a +5ºC por 24 h. Foram utilizados 58 ciclos de éguas Árabes 

com idades variando de 4 a 18 anos e três garanhões da mesma raça. Não foi 

encontrada diferença significativa (p>0,05) nos índices de prenhez entre as 

inseminações realizadas com sêmen fresco (71,4%) e as efetuadas com sêmen 

preservado por 24 h a +5 ºC (83%). 

 

 

 

2.2 PLASMA SEMINAL 

 

O plasma seminal eqüino é composto pelas secreções do epidídimo, ampola 

do canal deferente, próstata, vesículas seminais e glândulas bulbo-uretrais (Mann, 

1975; Varner et al., 1987). As secreções do trato reprodutivo do garanhão podem ser 

divididas em diferentes frações: pré-secreção fração rica do ejaculado e fração pobre 

ou pós-espermática (Tischner et al., 1974; Mann, 1975; Mann & Lutwak-Mann, 

1981; Varner et al., 1987). 

A pré-secreção provém das glândulas uretrais e bulbo-uretrais, é rica em 

cloreto de sódio e tem a função de limpeza da uretra. 

A fração rica do ejaculado tem alta concentração de espermatozóides 

suspensos em secreções do epidídimo, ampola de canal deferente, e próstata (Mann, 

1975). A ergotioneína, produzida na ampola do canal deferente, tem a função de 

proteger os espermatozóides contra agentes oxidantes e peroxidantes (Mann, 1975). 

A glicerilfosforilcolina, produzida no epidídimo, tem papel importante no 

metabolismo dos lipídios (Mann, 1964) e na maturação dos espermatozóides 
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(Magestrini et al., 1996), podendo ser utilizada como identificador da função 

secretória do epididimo (Klug, 1982). 

 A fração pobre contém baixa concentração de espermatozóides (Keller et 

al., 2001), sendo composta por gel e é rica em ácido cítrico das vesículas seminais 

(Kneissl, 1993). 
O plasma seminal contém fatores estimuladores da motilidade espermática que podem ser 

divididos em dois grandes grupos. Um deles seria constituído por fatores de ativação catalítica, como 
certos íons, nucleotídeos e ativadores específicos, provavelmente de origem protéica, encontrados em 
diversas glândulas acessórias, principalmente na próstata. O outro grupo seria formado por nutrientes que 
fornecem a energia metabólica exigida para a motilidade e a sobrevivência dos espermatozóides (Mann & 
Lutwak-Mann, 1981). O plasma seminal é importante, também, por aumentar o volume do ejaculado, 
permitindo uma melhor distribuição dos espermatozóides no útero da égua (Amann & Graham, 1992).  

O plasma seminal não é um meio ideal para armazenar espermatozóides 

(Jasko et al., 1991). Diversos trabalhos em eqüinos indicam que altas concentrações 

de plasma seminal podem ter efeitos deletérios sobre a motilidade espermática após 

armazenamento por períodos prolongados (Piquet et al., 1975; Varner et al., 1987; 

Jasko, 1991, Magestrini et al., 1995) . 

 

 

2.2.1 O plasma seminal na preservação do sêmen 

O efeito do plasma seminal na preservação do sêmen vem sendo estudado 

por vários pesquisadores. Picket et al. (1975) realizaram uma série de experimentos 

para determinar a influência da porcentagem de plasma seminal sobre a motilidade 

espermática pré e pós-congelamento. A motilidade pré-congelamento, avaliada 75 

minutos após a diluição, foi significativamente mais baixa nas amostras sem plasma 

seminal, quando comparada a aquelas contendo 2% e 10%. No entanto, a motilidade 

pós-congelamento foi menor nas amostras sem plasma seminal e naquelas que 

continham 2%. 

Em outro experimento, foram comparadas a motilidade e a velocidade 

espermática de amostras contendo ou não plasma seminal, retirado por centrifugação 

(Padilla & Foote, 1991). Foram utilizados 16 ejaculados de 4 garanhões. Cada 

ejaculado foi dividido em duas amostras e cada uma diluída em leite desnatado-

glicose (Kenney et al., 1975) ou em leite desnatado-glicose-Tyrode modificado 

(TYR). Cada uma dessas amostras foi dividida em duas alíquotas iguais, sendo uma 
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armazenada a +4oC e a outra centrifugada e ressuspendida no mesmo diluente, 

observando-se uma concentração final de a 50x106 espermatozóides/ml. As alíquotas 

diluídas foram, também, conservadas a +4ºC. A motilidade de cada uma das quatro 

alíquotas foi avaliada às 0, 24, 48 e 72 h. O sêmen centrifugado e diluído em TYR 

obteve os melhores percentuais de motilidade. Os autores acreditam que a 

centrifugação removeu os componentes deletérios do plasma seminal e a 

ressuspensão com diluente TYR forneceu os nutrientes essenciais à sobrevivência 

dos espermatozóides. 

 Em estudo realizado por Keller et al. (2001), foi avaliada a influência da 

concentração de plasma seminal na manutenção da motilidade espermática o sêmen 

preservado a +4oC. Após a coleta, o sêmen foi diluído em leite desnatado com três 

diferentes concentrações de plasma seminal (1,95%, 6,29% e 17,78%), resfriado a 

+4oC e examinado às 24, 48 e 72 horas. A fração contendo 1,95% de plasma seminal 

apresentou motilidade progressiva e total significativamente superior (p<0,05) em 

relação à que continha 17,78% nas 24 h e 48h. 

O efeito de diferentes concentrações de plasma seminal sobre a motilidade 

espermática foi testado por Jasko et al. (1992). Foi preparado um pool de plasma 

seminal que era adicionado ao leite desnatado-glicose (LD) na proporção de 5%, 

10% e 20% e uma amostra sem plasma seminal (0%). Amostras de sêmen foram 

centrifugadas e, após a retirada do sobrenadante, ressuspendidas nos diluentes com 

as diversas concentrações de plasma seminal. Uma amostra controle diluída em LD-

glicose com 25x106 espermatozóides/ml foi centrifugada e ressuspendida no próprio 

sobrenadante (porcentagem média de plasma seminal = 13,5%). Todas as amostras 

foram resfriadas a +5oC por 72 horas. As amostras centrifugadas com 5% a 20% de 

plasma seminal tiveram motilidade progressiva e total semelhante ao controle em 

todos os tempos de armazenamento. A amostra centrifugada sem adição de plasma 

seminal teve motilidade progressiva inferior (p<0,05) a partir de 24 h de 

armazenamento. 

Por outro lado, Jasko et al. (1991) testaram o efeito da centrifugação, 

seguida da retirada do plasma seminal, sobre a motilidade espermática em amostras 

resfriadas a +5ºC por 24 horas. Foram utilizados 36 ejaculados de 12 garanhões. O 
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mesmo ejaculado foi diluído em LD-glicose até um volume de 40ml e centrifugado a 

500g/18min. Após a centrifugação e a retirada do sobrenadante, uma alíquota foi 

ressuspendida no próprio sobrenadante e a outra em LD-glicose em 3 diluições 

diferentes: 100, 50 e 20 x106 espermatozóides/ml. A análise computadorizada da 

motilidade após 24h revelou que as amostras sem plasma seminal tiveram melhor 

motilidade (p<0,05) nas três diluições. 

A influência de quatro concentrações de plasma seminal (0%, 5%, 10% e 

15%) sobre a motilidade espermática e a integridade do acrossoma pré e pós-

congelamento foram estudadas por Ahlemeyer (1991). No estudo, não se observaram 

diferenças significativas quanto à motilidade progressiva e defeitos de acrossoma 

entre as quatro concentrações de plasma seminal antes do congelamento. Houve um 

aumento nos defeitos de acrossoma pós-congelamento, mas a a diferença entre as 

amostras não foi significativa. As amostras contendo 5% e 10% de plasma seminal 

apresentaram motilidade pós-cogelamento significativamente superior em relação às 

amostras contendo 0% e 15% de plasma seminal. 

Em outro experimento, Vianna et al. (2002) objetivaram verificar a 

influência do plasma seminal na motilidade espermática após o resfriamento (4oC) e 

após o congelamento. Para tanto, utilizaram 4 garanhões, dois com motilidade 

espermática superior pós-resfriamento (75% e 73% de motilidade progressiva) e pós-

congelamento (35% e 40% de motilidade progressiva) e dois considerados com baixa 

motilidade após o resfriamento (40% e 46%) e após o congelamento de sêmen (3% e 

1%). O sêmen dos 4 reprodutores foi centrifugado e 90% do plasma seminal retirado. 

O sêmen dos garanhões considerados “bons” foi ressuspendido com o plasma dos 

garanhões considerados “ruins” até uma concentração de 200x106 

espermatozóides/ml e diluído. Procedeu-se da mesma forma com os garanhões 

considerados “ruins”, a cujos espermatozóides se acrescentou o plasma dos 

garanhões considerados “bons”. As amostras de sêmen foram resfriadas e 

congeladas. Os autores observaram uma melhora na motilidade progressiva dos 

espermatozóides dos garanhões considerados “ruins” após a adição do plasma 

seminal daqueles considerados “bons”, tanto no sêmen resfriado como no congelado, 

e concluíram que o plasma seminal tem influência na motilidade de células 
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espermáticas nos diferentes tratamentos térmicos impostos no processamento de 

sêmen.  

 

 

2.2.2 Efeito do plasma seminal no útero 

O plasma seminal contém uma série de substâncias, não bem caracterizadas, 

que podem ser responsáveis pela contração da musculatura lisa do trato genital 

feminino (Overstreet & Tom, 1982). Utilizando espermatozóides imóveis suspensos 

em plasma seminal ou em solução salina, coelhas foram abatidas 15 e 30 minutos 

após a inseminação. Os autores observaram presença de espermatozóides no oviduto 

15 minutos após a inseminação no grupo do plasma seminal, enquanto que, no grupo 

da solução salina, não foram encontradas células espermáticas no oviduto, nem aos 

15, nem aos 30 minutos. 

Na égua, a contração da musculatura uterina é importante na limpeza física 

do útero, assim como no transporte dos espermatozóides até o oviduto. Por outro 

lado, o plasma seminal eqüino reduz a quimiotaxia in vitro dos neutrófilos eqüinos 

(Troedsson, 1999). A remoção do plasma seminal, no processo de congelamento do 

sêmen, poderia explicar a forte reação inflamatória que ocorre no útero após a 

inseminação com sêmen congelado (Troedsson, 1995). Esta reação pode ser causada, 

também, pela falta de estímulo na contração uterina, ocasionada pela ausência de 

plasma seminal no sêmen congelado, aumentando a chance de ocorrência de uma 

endometrite persistente (Katila,1997).   

No entanto, Fiala et al. (2002) observaram que o plasma seminal provoca 

também uma reação inflamatória uterina. Compararam a reação inflamatória de 

éguas que receberam infusão intra-uterina de 20 ml de plasma seminal com um grupo 

controle, que nada recebeu. Foram utilizadas 70 éguas em estro, aleatoriamente 

distribuídas, que foram abatidas 2, 4 e 24 h após a infusão. O trato genital foi 

removido e lavado com 50ml de PBS, por três vezes. Verificaram que as éguas que 

receberam o plasma tiveram uma resposta inflamatória  até as 24h após a infusão, 

sendo o pico às 4h após a infusão. O grupo controle teve uma reação inflamatória no 

útero significativamente inferior (p<0,02) aos demais. 
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2.3 PROTEÍNAS DO PLASMA SEMINAL 

 

As proteínas do plasma seminal são parcialmente originárias do plasma 

sangüíneo e parcialmente sintetizadas e secretadas pelo testículo (Kato et al., 1985), 

epidídimo (Turner & Reich, 1987) e vesículas seminais (Manjunath et al., 1994). 

Em bovinos, num estudo onde foi investigada a relação da fertilidade com as 

proteínas do plasma seminal, duas proteínas, a pI 6,2 (26 KDa) e a pI 4,5 (55 Kda) 

foram relacionadas com touros de alta fertilidade, e outras duas, a pI 4,1 (16 KDa) e 

a pI 6,7 (16 KDa), foram encontradas principalmente no plasma seminal de animais 

de baixa fertilidade (Killian et al., 1993). 

Nos eqüinos, foram identificadas uma série de proteínas no plasma seminal 

Brandon et al. (1999) correlacionaram 3 proteínas com a fertilidade (SP-2, SP-3, SP-

4). Estas ocorrem em alta concentração em cavalos classificados como de baixa 

fertilidade. 

 

 

2.4 AVALIAÇÃO DO SÊMEN 

 

2.4.1 Motilidade Espermática 

A motilidade espermática é um dos principais métodos de avaliação da 

preservação de espermatozóides e constitui um elemento importante na estimativa da 

viabilidade espermática (Kenney et al., 1983, Varner et al., 1988; Picket, 1992). 

A avaliação da motilidade espermática tem por objetivo determinar a 

percentagem de espermatozóides totais com movimento em um ejaculado. No 

entanto, para se obter uma avaliação mais precisa, é possível avaliar a percentagem 

de espermatozoides com motilidade progressiva, visto estes representarem alta 

fertilidade ( Pickett & Voss, 1972). 
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Alguns métodos foram descritos para estimar objetivamente a motilidade 

dos espermatozoides: fotomicrografia (Van Huffel et al., 1985); videomicrografia 

(Varner et al., 1991), espectrofotometria (Jasko et al., 1989) e análise 

computadorizada (Amann & Picket, 1987). O método subjetivo de exame visual, 

utilizando microscópio óptico de contraste de fase e platina aquecida, é aceitável 

quando realizado por observador experiente (Varner et al., 1991). 

Entretanto, Jasko et al. (1992) encontraram que as características seminais 

melhor correlacionadas (p<0,01) com dados de fertilidade de garanhões Puro Sangue 

de Corrida e Standardbred foi a avaliação subjetiva da porcentagem de 

espermatozóides com motilidade progressiva (r=0,46) e móveis totais (r=0,40), 

porcentagem de espermatozóides morfologicamente normais (r=0,36) e porcentagem 

de espermatozóides progressivos estimada por análise computadorizada (r=0,34). 

Considerando que a motilidade é um componente indispensável do mecanismo de 

fertilização, sua perda irreversível pode ser considerada uma perda de função celular 

(Mattos, 1995). Por outro lado, a manutenção da motilidade não implica integridade 

celular completa (Varner et al., 1988). 

 

 

2.4.2 Morfologia Espermática 

A avaliação isolada da morfologia espermática pode não indicar o potencial 

de fertilidade de um ejaculado. No entanto, pode indicar se o potencial de fertilidade 

é baixo, principalmente quando houver altas porcentagens de anormalidades 

espermáticas de primeiro e segundo grau (Dott, 1975). Relatos dos últimos 30 anos 

indicam que, quanto maior a porcentagem de espermatozóides anormais, menor a 

fertilidade de sêmen. Células com defeito de cabeça e acrossoma estão associadas 

com infertilidade (Bielanski & Kaczmarski, 1979). 

As alterações primárias ocorrem durante o processo de espermatogênese e as 

alterações de segundo grau ocorrem durante o percurso dos espermatozóides pelos 

ductos seminíferos, epidídimo e durante o ejaculado (Blom, 1973). 

De acordo com Bielanski (1975), a presença de mais de 10% de 

anormalidades primárias, no garanhão, está relacionada à baixa fertilidade, enquanto 
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garanhões apresentando somente anormalidades secundárias, mesmo superando 30% 

de alterações em um ejaculado, não apresentam necessariamente baixa fertilidade. 

As características morfológicas dos espermatozóides eqüinos diferem das de 

outras espécies, como a cabeça assimétrica com um pequeno acrossoma e a 

implantação abaxial da cauda (Bielanski & Kaczmarski, 1979). Estes autores 

encontraram relatos indicando que, quanto maior a porcentagem de espermatozóides 

morfologicamente anormais, menor a fertilidade do garanhão.  

 

 

2.4.3 Teste de Funcionalidade de Membrana - Teste Hiposmótico 

O teste hiposmótico foi desenvolvido por Jeyendran et al. (1984), com a 

finalidade de avaliar a funcionalidade da membrana plasmática em espermatozóides 

humanos. A membrana plasmática do espermatozóide tem por característica permitir 

o transporte de moléculas seletivas (Drevius & Eriksson, 1966; Drevius, 1972), as 

quais provocam um aumento de volume ou “edemaciamento” do epermatozóide, 

particularmente visível na cauda. Isto ocorre devido ao fato de a membrana 

plasmática que envolve a cauda ser mais frouxamente aderida que a membrana que 

envolve a cabeça, permitindo que esta se enrole com facilidade. Segundo Jeyendran 

et al. (1984), é possível relacionar o enrolamento da cauda com uma boa 

funcionalidade da cabeça, havendo uma  correlação positiva entre caudas enroladas e 

penetração de oócitos de hamster. 

A capacidade da cauda espermática de enrolar na presença de solução 

hiposmótica demonstra que está ocorrendo transporte de água através da membrana, 

indicando função intacta da membrana (Drevius & Eriksson,1966).   

O estudo da funcionalidade da membrana é de grande importância, tendo 

sido relatadas correlações positivas, em sêmen humano, entre a porcentagem de 

enrolamento de cauda em espermatozóides e sua motilidade (Hideki et al., 1993). A 

integridade da membrana também é importante no processo de capacitação 

espermática. 

Sabendo-se que a membrana plasmática está envolvida em trocas 

metabólicas com o meio, o estudo da funcionalidade soma-se aos parâmetros 
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tradicionais de avaliação do sêmen para determinar índices de fertilidade. Além das 

diferenças individuais na preservação do sêmen de garanhões, pode-se considerar 

que o comportamento osmótico do espermatozóide também influencia na 

preservação do sêmen (Lagares, 1995; Kohne et al., 1995). 

A utilização do teste hiposmótico para determinar a funcionalidade da 

membrana plasmática de espermatozóides eqüinos foi utilizada por Keller (1998). O 

autor comparou a funcionalidade da membrana de espermatozóides frescos e 

centrifugados. Foram utilizadas duas concentrações para o teste hiposmótico, uma 

solução de lactose a 50 mOsmol/kg e outra a 100 mOsmol/kg. Observou-se que as 

amostras centrifugadas apresentaram menor funcionalidade de membrana na solução 

50 mOsmol/kg, do que as amostras não centrifugadas. No entanto, não se observaram 

diferenças significativas na solução de 100mOsmol/kg entre as amostras testadas. 

Não foi encontrada correlação entre o teste hiposmótico e a motilidade espermática 

progressiva e total. 

Lagares et al. (2000), modificaram a técnica desenvolvida por Lomeo & 

Giambérsio (1991), diluindo sêmen eqüino com água destilada na proporção de 1:3 

(100mOsmol/kg), com o objetivo de verificar o efeito de três diluentes para o sêmen 

eqüino resfriado. Os autores observaram altos porcentuais de espermatozóides com 

membrana funcional ao utilizar os diluentes leite desnatado, diluente Kenney, 

diluente Tyrode e o diluente Glicina. O diluente leite desnatado proporcionou os 

melhores resultados na funcionalidade de membrana durante as 72 horas de 

armazenamento a + 5ºC, em relação aos outros diluentes utilizados. 

O teste hiposmótico foi utilizado por Vieira et al. (2002) para avaliar a 

funcionalidade de membrana de espermatozóides eqüinos diluídos em leite desnatado 

(LD), acrescido de diversos antimicrobianos. Os autores observaram perda 

significativa de funcionalidade de membrana nos espermatozóides diluídos em LD 

acrescido de 1000 mg/ml de gentamicina e nos espermatozóides diluídos com o 

mesmo diluente acrescido de 1000 mg/ml de amicacina e 1000 UI/ml de penicilina, 

quando comparados com aqueles que foram diluídos em LD, LD acrescido de 50 

µg/ml de gentamicina e 50UI/ml de penicilina e em LD mais 1000 mg de sulfato de 

amicacina. 
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2.4.4 Integridade de Membrana - Diacetato de Carboxifluoresceína (CFDA) e Iodeto 

de Propídio (PI) 

Garner et al. (1986) descreveram a utilização de duas colorações 

fluorescentes, em conjunto ou separadamente, para avaliar a integridade da 

membrana plasmatica de suínos, bovinos, caninos, eqüinos, camundongos e 

humanos: a carboxifluoresceína (CFDA) e o iodeto de propídio (PI). 

A utilização conjunta do CFDA com o PI é considerada mais segura para 

avaliar a integridade de membrana do que a utilização isolada destes corantes 

(Harrison & Vickers, 1990). Quando utilizados separadamente, o PI é considerado 

mais confiável do que o CFDA (Baltes,1993). 

O espermatozóide é corado de verde pelo CFDA, através de esterases não 

específicas, que se transformam em carboxifluoreseceína livre no interior da célula, 

ficando esta retida (Harrison & Vickers, 1990) nos espermatozóides com membrana 

íntegra (Haugland, 1992). O PI cora as células mortas de vermelho devido à 

permeabilidade alterada da membrana danificada (Johnson et al., 1996). 

Esta técnica tem como desvantagem a necessidade de ser realizada o mais 

rápido possível depois da aplicação do corante, pois a cor se perde devido à 

passagem dos compostos fluorescentes através da membrana (Johnson et al., 1996). 

 

 

2.4.5 Eletroforese das proteínas do plasma seminal 

O mapeamento e a identificação das proteínas do plasma seminal, através da 

técnica de eletroforese, vem sendo utilizado desde a década de 50 (Larson & 

Salisbury, 1954; Szumowski, 1956; Bennet, 1965). Primeiramente, foi realizada em 

soluções de sacarose (Larson & Salisbury, 1954), a qual foi substituída pelos géis de 

amido (Vesselinovicich, 1959). A técnica da eletroforese vem sendo aprimorada em 

géis de poliacrilamida (uni ou bidimensional) e vem sendo utilizada com sucesso até 

os dias de hoje. 
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A eletroforese bidimensional em géis de poliacrilamida representa uma 

técnica valiosa na separação e caracterização das proteínas. Através deste método, 

muitas proteínas do plasma seminal de várias espécies foram descritas e 

caracterizadas (Killian et al., 1993; Desnoyers et al., 1994; Frezer & Bicci, 1996; 

Mortarino, 1998; Flowers, 1998; Brandon et al., 1999). 

 

 

2.5 CENTRIFUGAÇÃO 

 

A centrifugação é realizada com o objetivo de separar a fração de sêmen rica 

em espermatozóides do plasma seminal. Existem vários trabalhos sobre a influência 

da centrifugação na motilidade, morfologia e capacidade de fertilização das células 

espermáticas. Seus resultados, no entanto, são contraditórios. A maioria destes 

trabalhos estuda a influência do plasma seminal sobre o sêmen resfriado e congelado. 

Alguns fatores como a força centrifuga e o tempo de duração da 

centrifugação (Pickett et al., 1975), o diluente utilizado para centrifugação (Martin et 

al., 1979; Cochran et al., 1984; Wockerner et al., 1990), a porcentagem de plasma 

seminal retirada com a centrifugação (Pickett et al., 1975; Ahlmeyer, 1991; Jasko et 

al., 1992; Kneissl, 1993) e o diluente utilizado na ressuspensão do sêmen após a 

centrifugação (Clay et al.,1984) influenciam na qualidade do sêmen. 

Macleod & Macgee (1950) descreveram o efeito negativo da centrifugação 

do sêmen eqüino sobre a motilidade espermática. Da mesma forma, testando o efeito 

da centrifugação sobre o sêmen, Jasko et al. (1991) compararam a motilidade de duas 

amostras, uma diluída em leite desnatado-glicose, centrifugada a 500g por 18 min e 

ressuspendida no próprio sobrenadante, e a outra diluída em leite desnatado-glicose e 

não centrifugada. As amostras foram resfriadas a +5ºC por 24 h. Foi notada queda 

significativa na motilidade das amostras centrifugadas na hora zero, não se 

observando diferença nas 24 h. 

Martin et al., (1979) testaram um diluente à base de EDTA-glicose antes da 

centrifugação a 1000g, por 5 minutos. Neste trabalho, foi observada uma melhora na 
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motilidade das amostras diluídas centrifugadas em comparação com as não diluídas 

centrifugadas. 

Utilizando diferentes forças de centrifugação, Papa et al. (1981) 

compararam a motilidade e a coloração supra-vital pós-congelamento. As amostras 

de sêmen foram diluídas em EDTA na proporção 1:1 e centrifugadas a 1000g por 5 

ou 10 minutos, ou a 2000g por 2,5 min ou 5 min. Após a centrifugação, 90% do 

sobrenadante foi retirado e o centrifugado foi ressuspendido em diluente de 

congelamento. Uma amostra controle não foi centrifugada. As amostras 

descongeladas centrifugadas apresentaram melhor motilidade total e maior 

porcentagem de células não coradas pela eosina. Não houve diferença estatística 

entre as forças de centrifugação. 

A centrifugação em baixa rotação não é prejudicial ao espermatozóide 

(MacCall, 1969). Picket et al. (1975) compararam a motilidade de amostras 

centrifugadas a 370 e 829g por 5 min, não encontrando influência negativa da 

centrifugação sobre a motilidade pré e pós-congelamento. Os mesmos autores ao 

testaram a fertilidade de amostras de sêmen centrifugadas a 310g e não 

centrifugadas, não encontraram diferença significativa na taxa de prenhez aos 50 

dias. 

Baumgarte (1980) testou o efeito da centrifugação sobre a integridade da 

membrana da célula espermática. Foram comparadas amostras pré-diluídas com 

EDTA-glicose antes da centrifugação e amostras sem diluição prévia à centrifugação, 

assim como amostras de sêmen fresco. Não foi encontrada diferença significativa 

quanto à integridade do acrossoma na observação em microscópio de contraste de 

fase, já em microscopia eletrônica, foi observado aumento significativo de lesões de 

membrana nas amostras centrifugadas. 

Testando o efeito da centrifugação sobre os espermatozóides, Keller (1998) 

observou melhores percentuais de motilidade progressiva nas amostras centrifugadas 

e armazenadas a +4oC, por 24h, 48h e 72h que nas amostras não centrifugadas. No 

entanto, observou que a centrifugação a 1000g provocou diminuição significativa da 

funcionalidade da membrana plasmática dos espermatozóides logo após a 

centrifugação com EDTA-glicose. 
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2.6 DILUENTES DE SÊMEN  

 

Os diluentes de sêmen são substâncias destinadas a proteger o 

espermatozóide de condições adversas e, consequentemente, prolongar sua vida 

(Pickett & Amann, 1987; Brinsko & Varner, 1992). São utilizados, também, para 

aumentar a viabilidade do sêmen de animais subférteis (Blanchard et al., 1987), 

aumentar o volume da dose inseminante (Picket & Amann, 1987) e auxiliar nas 

avaliações de amostras de sêmen (Kenney et al., 1983). 

A diluição do sêmen em meio apropriado diminui os efeitos negativos do 

plasma seminal (Padilla & Foote, 1991). Em geral, um diluente apropriado deve 

possuir pressão osmótica compatível com a dos espermatozóides, equilíbrio 

adequado de elementos minerais, substâncias capazes de neutralizar produtos 

tóxicos, uma combinação adequada de nutrientes, elementos que estabilizem 

sistemas enzimáticos e a integridade das membranas, além de conferir proteção 

contra o choque térmico (Picket & Amann, 1987). 

Para isso, os diluentes devem ter pH e pressão osmótica similares aos do 

sêmen (Picket & Amann, 1987). A osmolalidade do fluido seminal é de 

aproximadamente 300 mOsmol/kg (Picket et al., 1976). Sendo assim, o diluente deve 

ter osmolalidade entre 300 e 400 mOsmol/kg, considerando-se como a ideal 350 

mOsmol/kg (Varner et al., 1991). O pH deve variar entre 6,7 e 7,2, sem interferir na 

viabilidade espermática durante o armazenamento (Brinsco & Varner, 1992). 

Um dos diluentes mais utilizado para sêmen eqüino é o leite, talvez porque 

suas lipoproteínas atuam de forma semelhante às da gema de ovo na proteção da 

membrana plasmática (Amann & Graham, 1992). Proteínas do leite podem 

estabilizar os elementos protéicos da membrana do espermatozóide (Watson, 1981). 

A caseína, por exemplo, liga-se fortemente com íons Ca++, o que impediria o 

acúmulo intracelular de quantidades tóxicas de Ca++, resultantes do dano das 

membranas (Hochachka, 1986). 
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O leite contém lactenina, proteína de baixo peso molecular e bactericida 

para cepas de Streptococcus spp., que provou ser tóxica em sêmen de touro Almquist 

(1959). O preparo do diluente leite desnatado para utilização em sêmen eqüino foi 

descrito por Voss & Pickett (1976) e a inativação da lactenina foi feita por 

aquecimento do leite a +92oC por dez minutos. 

Em experimento realizado no Brasil, Meirelles et al. (1998) compararam 

leite desnatado em pó inativado (aquecido a +92o C por 10 min) e não inativado. As 

amostras foram diluídas e resfriadas a +5oC e as motilidades total e progressiva 

avaliadas nas 0, 24 e 48h. Não se observaram diferenças significativas nas 

motilidades progressiva e total entre o leite desnatado inativado e o leite desnatado 

não inativado. Em posterior teste de fertilidade, não houve diferença significativa na 

comparação da taxa de prenhez de 96 éguas inseminadas com amostras diluídas em 

leite desnatado em pó inativado (72%) e não inativado (68%). Estes resultados 

demonstram que o processo de inativação não é necessário quando se utiliza leite em 

pó, não concordando com os achados de Householder et al. (1981). Provavelmente, 

no processo de beneficiamento do leite em pó, ocorra a inativação da lactenina 

(Meirelles et al., 1998) 

O leite, como diluente, foi testado em vários trabalhos, como o de Mattos 

(1995), onde foi relatado não existir diferença significativa de fertilidade entre o 

sêmen diluído em leite desnatado inativado e preservado a +4ºC por 24 h (58,6%) e o 

sêmen diluído em leite desnatado inativado e utilizado até uma hora após a coleta 

(75,7%). 

Inseminando 58 éguas, Keller et al. (2001) verificaram não existir diferença 

significativa nas taxas de prenhez entre o sêmen diluído em leite desnatado não 

inativado e utilizado até uma hora após a coleta (71,4%) e o sêmen preservado a 

+5ºC por 24h (83,0%).  

Comparando a fertilidade do sêmen, Lagares et al. (2000) utilizaram 

amostras diluídas em leite desnatado não inativado e em leite desnatado-glicose, 

resfriadas a +5ºC e armazenadas por 24 horas, ou utilizadas até uma hora após a 

coleta. Os índices de prenhez obtidos com leite desnatado na 0h foi de 79% (n=24); 

com leite desnatado armazenado por 24h a +5ºC foi de 62,5% (n=24); com o diluente 
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leite desnatado-glicose armazenado por 24h a +5ºC foi de 57% (n=21), demonstrando 

não haver diferença significativa entre os diluentes. 

Avaliando a preservação da motilidade de espermatozóides eqüinos 

armazenados a +4oC com leite desnatado esterilizado (UHT) como diluente, 

Meirelles et al. (1998) utilizaram duas amostras comerciais diferentes (A e B). Os 

autores observaram que o leite UHT permite manter a motilidade espermática do 

sêmen resfriado. No entanto, verificaram que, a partir das 24h, o sêmen diluído com 

o leite beneficiado pelo sistema UHT da marca A apresentou perda mais acentuada e 

significativa na motilidade total e progressiva quando comparado com o da marca B. 

Observaram, também, uma grande variabilidade entre as diferentes partidas de leite 

UHT, não permitindo que os resultados se mantivessem constantes. 

 

 

2.7 RESFRIAMENTO DO SÊMEN 

 

A taxa de resfriamento tem fundamental importância na preservação 

espermática, sendo que taxas de resfriamento menores minimizam o choque térmico 

(Amann & Grahan, 1992).  

Curvas apropriadas de resfriamento podem permitir o armazenamento de 

espermatozóides por um longo período (Mattos, 1995; Meireles et al., 1998; Lagares 

et al., 2000; Keller et al., 2001). Quanto mais baixa a temperatura de 

armazenamento, mais lenta deve ser a taxa de resfriamento, pois esta determina a 

sobrevida espermática (Picket, 1992). No entanto, curvas rápidas de resfriamento 

podem causar danos irreversíveis aos espermatozóides (Watson, 1981). Douglas – 

Hamilton et al. (1984) concluíram que o resfriamento rápido (>1ºC/min) produziu 

efeitos deletérios sobre a motilidade e integridade espermáticas, em relação ao 

resfriamento lento (0,3oC/min). 

Comparando o efeito de três curvas de resfriamento até +4ºC, com 

velocidades iniciais médias de 0,3ºC, 0,9ºC, e 1,3ºC/min sobre a motilidade 

progressiva total e a velocidade espermática do sêmen eqüino diluído em leite 
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desnatado-glicose, Varner et al. (1988) observaram resultados significativamente 

melhores (p<0,05) na curva mais lenta, dentre as três observadas. 

Province et al. (1985) testaram o resfriamento do sêmen eqüino de +37ºC a 

+5ºC, com uma taxa linear de 1ºC/min, e verificaram que a motilidade progressiva foi 

semelhante à das amostras resfriadas a 0,5 ou 0,21ºC/min. Keyser et al. (1992), 

através de um resfriador ativo programável construído para o experimento, 

observaram os efeitos de taxas lineares de resfriamento 0,1, 0,05 e 0,012oC/min 

sobre a manutenção da motilidade. Concluíram que o sêmen eqüino pode ser 

resfriado rapidamente de +37ºC até +20ºC, mas, a partir deste ponto a velocidade de 

resfriamento deve ser menor que 0,1ºC/min, sendo 0,05ºC/min a ideal. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 
3.1 COLETA DE SÊMEN 

 

As coletas de sêmen foram realizadas utilizando vagina artificial modelo 

Hannover (Götze,1949). Além do tubo interno de borracha, foi utilizado um segundo 

tubo interno de plástico descartável, lubrificado com vaselina estéril e copo coletor 

plástico esterilizado (Mattos, 1995). A temperatura interna da vagina artificial ficava 

entre +42ºC e +45ºC. Para a realização das coletas, utilizou-se uma égua em cio e 

devidamente contida com peias e com a cauda protegida. No momento da monta, o 

pênis ereto foi desviado em direção da vagina artificial. A ejaculação era detectada 

pelos jatos ejaculatórios, verificados com a palma da mão colocada na porção ventral 

do pênis. Estes procedimentos foram descritos por Klug (1982). 

 

 

3.2 EXAME DO SÊMEN 

 

3.2.1 Exame macroscópico do sêmen 

Inicialmente, procedeu-se à avaliação e registro do aspecto do ejaculado. 

Este foi avaliado de acordo com sua consistência (aquoso, soroso, leitoso e cremoso) 

e coloração ( branco-acinzentado e branco-citrino). 

A seguir, foi feita a separação da fração gel, quando existente, com uma 

pipeta de Pasteur e a filtragem da porção rica do sêmen através de uma gaze estéril. 

O volume do ejaculado foi determinado em proveta estéril. 

 

 

3.2.2 Motilidade espermática 

A motilidade progressiva e a motilidade total dos espermatozóides foi 

registrada logo após a filtragem do sêmen. Uma gota de sêmen de aproximadamente 

20µl foi colocada entre lâmina e lamínula, ambas pré-aquecidas a +37ºC sobre mesa 
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térmica. A amostra foi observada em microscópio de contraste de fase, utilizando-se 

aumento de 250x. A avaliação de cada característica foi realizada de forma subjetiva, 

conforme definição de Kenney et al.(1983), pelo mesmo observador. 

A motilidade progressiva foi avaliada pela porcentagem de espermatozóides 

que se movimentavam ativamente para a frente e em círculos amplos. Considerou-se 

como motilidade total a porcentagem de espermatozóides que apresentavam 

movimento. 

Para reduzir os erros de observação, duas lâminas no mínimo, foram 

realizadas por amostra, sendo observados no mínimo 5 campos em cada. Antes de 

cada exame, as amostras preservadas a +5ºC, eram homogeneizadas pela inversão 

repetida dos tubos. As lâminas, já preparadas, eram mantidas por 5 minutos sobre 

mesa térmica a +37ºC antes de serem avaliadas.  

 

 

3.2.3 Determinação da concentração espermática 

Uma alíquota de 0,05 ml de sêmen sem gel foi diluída em 9,95 ml de 

solução formol-salina para determinação da concentração espermática por meio de 

contagem em câmara hematimétrica (Neubauer). As duas áreas da câmara (superior e 

inferior) foram preenchidas com sêmen diluído. Cinco quadrados de cada uma das 

duas áreas foram avaliadas. A soma dos espermatozóides contados nos 10 quadrados 

foi multiplicada por 5x106 para se obter a concentração espermática por ml, segundo 

protocolo adaptado de Krause (1996). O número total de espermatozóides do 

ejaculado foi obtido através da multiplicação da concentração espermática 

encontrada pelo volume da amostra. 

 

 

     3.2.4 Teste de integridade de membrana – CFDA/PI 

Esta técnica foi realizada colocando-se 960 µl de sêmen, 10 µl de iodeto de 

propídio (PI), 20 µl de carboxifluoresceína (CFDA) e 20 µl de formol-citrato dentro 

de um pequeno frasco previamente enrolado em papel alumínio, para evitar o contato 

com a luz. A solução de formol-citrato foi colocada por último, para que ocorresse a 
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imobilização dos espermatozóides após o contato com o corante. As amostras foram 

colocadas em banho-maria a +37ºC por 8 minutos. Após este período, foi colocada 

uma gota entre lâmina e lamínula, analisada em microscópio de fluorescência, em 

aumento de 1000x, utilizando óleo de imersão. Foi avaliado um total de 100 

espermatozóides por amostra, sendo considerados com a membrana integra aqueles 

que se coraram de verde. Foram considerados espermatozóides com a membrana do 

acrossoma danificada aqueles que apresentaram a região acrossomal corada de 

vermelho, enquanto o restante da célula apresentava cor verde. As células totalmente 

coradas de vermelho, foram consideradas com a membrana danificada (Lagares, 

1995). 

 

 

3.2.5 Teste de funcionalidade de membrana - teste hiposmótico 

Para avaliar a funcionalidade da membrana plasmática foi utilizado o teste 

hiposmótico. Foram utilizados 200µl de água destilada e 100µl de sêmen, seguindo a 

técnica de Lomeo & Giambersio (1991), modificada por Lagares et al. (1998), 

perfazendo uma osmolalidade de 100 mOsmol/kg Este teste foi aplicado às amostras 

de sêmen em todos os tempos de observação. As amostras foram colocadas em 

banho-maria a +37ºC por 8 minutos, para posterior análise em microscópio de 

contraste de fase em aumento de 400x. Uma gota de cada amostra era colocada entre 

lâmina e lamínula, sendo observados 100 espermatozóides. Foram considerados 

espermatozóides com a membrana funcional aqueles que aumentaram de volume, 

apresentando enrolamento de cauda. 

 

 

3.3 DILUENTES 

 

Foram testados dois diferentes diluentes à base de leite, leite desnatado UHT 

e um diluente comercial contendo leite desnatado-glicose. 

 

 



 23

 

 

3.3.1 Leite UHT 

O diluente leite desnatado UHT1 foi submetido à medição de pH, utilizando-

se aparelho específico e bem equilibrado. Quando o pH não se encontrava entre 6,7 e 

7,2 este foi ajustado, utilizando uma solução de bicarbonato de sódio a 7,5%. Após a 

medição do pH, era realizada a medição da osmolalidade do diluente que devia se 

encontrar entre 250 e 280 mOsmol/kg. 

Após medir o pH e a osmolalidade, o diluente foi dividido em frascos 

esterilizados de 25 ml e congelado a –20ºC. 

 

 

3.3.2 Leite-glicose 

O diluente leite desnatado-glicose foi o diluente comercial para eqüinos 

Equimix2. Este é composto de duas partes, um pó contendo glicose, bicarbonato e 

leite desnatado, e água destilada. Para sua utilização basta diluir o pó com a água. 

Após a diluição, foi medido o pH (7,35) e a osmolalidade (320 mOsmol/kg) do 

diluente.  

Este diluente foi fracionado em partes proporcionais para cada coleta, em 

frascos esterilizados, e posteriormente congelado a –20ºC até o dia de sua utilização. 

 

 

 

3.4 RESFRIAMENTO DO SÊMEN 

 

As amostras de sêmen diluídas foram resfriadas em estufa a +4ºC utilizando 

uma velocidade de resfriamento de 0,3ºC/min entre +20oC e +8oC. As amostras 

foram acondicionadas em tubos plásticos, de 15 ml previamente esterilizados, e 

                                           
1 Leite UHT Elegê –Elegê Alimentos Brasil 
2 Equimix - Nutricell 
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permaneceram resfriados por 72 horas. Cada frasco continha um volume de 

aproximadamente 12 ml. 

 

3.5 TÉCNICA DA ELETROFORESE 

 

Após a coleta e o exame, uma alíquota de 2,0 ml de sêmen foi centrifugada a 

1500g por 15 a 20 minutos, para obtenção do plasma seminal. O mesmo foi 

acondicionado em tubos de plástico com rosca e congelado em botijão de nitrogênio 

líquido para posterior análise laboratorial. As amostras foram descongeladas, 

recentrifugadas a 10.000 g por 60 minutos à +40C, o sobrenadante foi acondicionado em 

frascos criogênicos em alíquotas de 50µl, mantidas a –196oC, até sua utilização. 
Para análise das proteínas, foram coletadas duas amostras de cada reprodutor, com intervalo de 

2 meses. Foram efetuadas, pelo menos, duas reaplicações por amostra, nos géis para eletroforese.  
 
 
3.5.1 Determinação de proteínas totais 

A determinação de proteínas totais foi realizada pelo método de Lowry (1951), 

utilizando como padrão albumina sérica bovina (1mg/ml). 

 

 

3.5.2 Eletroforese bidimensional 

A técnica de eletroforese bidimensional foi realizada pelo método de O‘Farrel et 

al., (1977), modificado por Rodnigth et al (1988), a qual é constituída de duas etapas de 

separação protéica. 

 

 

3.5.2.1 Primeira dimensão 

A primeira dimensão constou de focalização isoelétrica não equilibrada em gel 

tubular de poliacrilamida a 3,5% (Lenz et al., 1997), com gradiente de pH. Os 

componentes do gel utilizado na primeira dimensão são apresentados na Tabela 1.  
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Tabela 1. Componentes do gel de primeira dimensão 

Reagentes Concentração 

Acrilamida/bis-acrilamida (29:1) 3,5% 

Uréia 9,2 M 

Anfolina pH 2-4 0,5% 

Anfolina pH 3,5-10 4,0% 

Anfolina pH 5-7 0,5% 

Igepal 2,0% 

TEMED 0,2% 

 

O gradiente de pH foi obtido através de polímeros com um pKa definido, 

denominados anfolinas. Foi utilizado um gradiente de 2 a 103. 

A mistura para preparação dos géis de primeira dimensão permaneceu estocada 

em alíquotas de 0,4 ml a -20oC. No momento da utilização, a mistura foi descongelada 

e, para que ocorresse a polimerização, foram adicionados 2 µl de persulfato de amônio 

10%, como agente catalisador. 
Capilares de vidro com 15 cm de comprimento e 1,0 mm de diâmetro interno foram preenchidos 

com a mistura para preparação dos géis, logo após a adição do persulfato de amônio, com auxílio de 
cânulas de silicone, até 3-4 cm da extremidade superior.  

Após a polimerização dos géis (2-3 horas), os capilares foram montados na cuba de primeira 
dimensão, onde 16 amostras poderiam ser submetidas simultaneamente à separação eletroforética (Figura 
1). 

Foi aplicada uma quantidade de 60 µg de proteína em cada tubo, e foi usado como 

marcador de frente de corrida o citocromo C. A fonte utilizada foi EPS 35014 com 

voltagem máxima de 800V, amperagem máxima de 10 mA e potência de 0,125 W por 

gel. O tempo de corrida foi de aproximadamente 90 minutos. A corrida foi interrompida 

quando a banda de citocromo C (visível) atingiu aproximadamente 7,5 cm de migração. 

Os tubos capilares foram então retirados da cuba, identificados e mantidos a –20oC, até 

o momento da transferência para a segunda dimensão. O tampão superior utilizado foi 

H3PO4 10 mM (anólito), e o tampão inferior utilizado foi NaOH 20 mM (católito).  

A Figura 1 mostra a cuba de primeira dimensão com os capilares de vidro. 

                                           
3 Amershan Pharmacia Biotech do Brasil Ltda. 
4 Amershan Pharmacia Biotech do Brasil Ltda 
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Figura 1. Representação esquemática da primeira dimensão 

 
 
3.5.2.2 Segunda dimensão 

A segunda dimensão consta de eletroforese em placas de gel (SDS-PAGE), com 

sistema de tampão descontínuo, que separa as proteínas pelo seu peso molecular. Para 

separação das proteínas foi utilizado gel de separação com uma concentração de 12% de 

acrilamida. Foi utilizado, como padrão, 17-0518-015, o qual marca pesos moleculares 

entre 14,4 e 97 kDa . 

Os géis utilizados na segunda dimensão (SDS-PAGE) foram preparados em 

conjuntos de 8. Os componentes do gel de separação, bem como do gel de entrada, são 

mostrados na Tabela 2.  

Os géis de segunda dimensão foram confeccionados entre duas placas de vidro (16 

cm x 14 cm), separadas por espaçadores (1mm de espessura). Para maior uniformização na 

composição dos géis, foi montado um conjunto de oito pares de placas em uma caixa de 

acrílico. Cada par era composto de uma placa inteira e outra com bisel. O espaço entre as 

placas, deixado pelos espaçadores, foi preenchido com gel de separação, cujos 

componentes são descritos na Tabela 2, até a altura de 2,5 cm da borda superior da placa 

com bisel. Após a polimerização (1:30-2 horas) do gel de separação, foi colocado, sobre o 

mesmo, o gel de entrada (Tabela 2). 

                                           
5 Amershan Pharmacia Biotech do Brasil Ltda. 
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Tabela 2. Componentes do gel de segunda dimensão (SDS-PAGE) 

Reagentes Separação 12% Entrada 

Acrilamia/bisacrilamida (39:1) 12% 4% 

Tampão Tris-HCl 1,5 M pH8,8 0,5 M pH6,8 

SDS 0,1% 0,1% 

Glicerol 7,46% - 

TEMED 0,06% 0,05% 

Persulfato de amônio 0,045% 0,098% 

% expressa em v/v 

 

Após a polimerização dos géis, a caixa acrílica foi desmontada e o conjunto de 

placas contendo os géis foi guardado sob refrigeração envolto em plástico. No momento 

da utilização, elas foram fixadas nas cubas de acrílico de segunda dimensão. 

Os géis de primeira dimensão foram descongelados e rapidamente expulsos dos 

capilares, com auxílio de uma seringa, para o tampão de equilíbrio (Tris 25 mM, glicina 

190 mM, SDS 2%, β-mercaptoetanol 1% e azul de bromofenol). Os géis permaneceram 

nesta solução (4ml/gel) por 15 minutos, sob agitação, para então serem transferidos para 

os géis SDS-PAGE. Esta etapa é necessária para que as proteínas presentes nos géis de 

primeira dimensão combinem-se com o SDS e, assim, possam ser separadas na segunda 

dimensão. 

Cada placa SDS-PAGE recebeu dois géis de primeira dimensão, dispostos 

horizontalmente sobre o gel de entrada da segunda dimensão e com as extremidades 

ácidas voltadas para o centro da placa. Posteriormente, os géis de primeira dimensão 

foram fixados com agarose 0,5% contendo 1% de β-mercaptoetanol (Figura 2). 

A parte superior da cuba foi preenchida com tampão superior (Tris 25 mM, glicina 

190 mM, SDS 0,1%, pH 8,8) e a inferior com tampão Tris-HCl 50 mM, pH 8,0. 

 



 28

Foi utilizada a fonte EPS 3016, com voltagem máxima de 125V, corrente de 

20mA/placa e a corrida teve uma duração aproximada de 6:30 - 7 horas, utilizando 

como frente de corrida o azul de bromofenol. 

 

 

 
Figura 2. Representação esquemática da segunda dimensão 

 

 

Os géis foram corados com solução de Comassie Brilliant Blue 250-R (Comassie 

Blue 0,15%, metanol 53% e ácido acético 7% em água bidestilada) por 

aproximadamente 18 horas. 

A descoloração dos géis para evidenciação das bandas foi efetuada em solução de 

metanol 50% e ácido acético 7% em água bidestilada, por cerca de 3 horas, sob agitação 

e, a seguir, os géis foram imersos numa solução de secagem (metanol 50% e glicerol 

1% em água bidestilada). 
Após duas horas na solução de secagem, os géis foram montados entre dois papéis de celofane 

sobre uma placa de vidro e mantidos à temperatura ambiente por 3 dias. 
3.5.3 Quantificação das bandas protéicas 

Os géis foram escaneados7 e analisados pelo programa Optiquant Acquisition & 

                                           
6 Amershan Pharmacia Biotech do Brasil Ltda. 
 

 



 29

Analysis8, para determinação da densidade óptica das bandas protéicas, as quais foram 

expressas em pixeis. 

A densidade óptica das bandas protéicas foi expressa em percentagem relativa, 

sendo que 100% representou o total de bandas protéicas (pixeis) de uma área definida, 

constante para todos os géis, cada banda protéica correspondendo a uma percentagem 

do total. 

Através do peso molecular e ponto isoelétrico (pI) aproximados, foi verificada a 

correspondência das bandas protéicas analisadas a proteínas específicas já identificadas 

no plasma seminal bovino.  

 

                                                                                                                                
 
7 Hewlet-Packard Scanjet 6100 C 
8 versão 02.00, Packard Instrument Company 
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4 EXPERIMENTOS 

 

 
4.1 EXPERIMENTO 1 – Influência de diferentes concentrações de plasma seminal e 

de dois diluentes na motilidade e na integridade e funcionalidade da membrana 

plasmática de espermatozóides eqüinos resfriados. 

 

4.1.1 Animais 
Foram utilizados 4 garanhões, da raça Puro Sangue de Corrida comprovadamente férteis e 

em atividade sexual, com idades variando entre 5 e 16 anos. Os animais estavam alojados na Faculdade de 
Veterinária da UFRGS ou em criatórios do município de Porto Alegre. Eram mantidos soltos em piquetes 
durante o dia e estabulados à noite. A alimentação era à base de aveia e ração comercial mais feno de 
alfafa. 

 

4.1.2 Diluentes 

Foram utilizados como diluentes o leite UHT (3.3.1) e leite-glicose (3.3.2).  

 

 

4.1.3 Delineamento experimental 

Foram realizadas 5 coletas de sêmen de cada garanhão, perfazendo um total 

de 20 coletas. Imediatamente após a coleta, através de vagina artificial (3.1), o sêmen 

foi avaliado quanto à motilidade (3.2.2) e concentração (3.2.3), e diluído 1:2 com 

EDTA-glicose9, dividido em oito alíquotas e centrifugado a 600g, por 10 minutos, 

para remoção do plasma seminal. O pellet de cada alíquota foi ressuspendido com 

uma determinada quantidade do plasma seminal, diluído em EDTA-glicose do 

sobrenadante, acrescido de um determinado volume de um dos dois diluentes até 

atingir uma concentração final entre 40 e 50x106 espermatozoides/ml, contendo as 

seguintes concentrações finais de plasma seminal: 0%, 2,5%, 5% e 10%. Desta 

forma, constituíram-se os seguintes grupos de tratamento: 

UHT    0% – Leite UHT desnatado, sem plasma seminal 

UHT 2,5% - Leite UHT desnatado, com 2,5% de plasma seminal 

                                           
9 Merck 1- Minitüb Abfull- und Labortechnik GMbH & CO- Kg Germany 
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UHT   5% – Leite UHT desnatado, com 5% de plasma seminal 

UHT 10% – Leite UHT desnatado, com 10% de plasma seminal 

LG      0% – Leite-glicose sem adição de plasma seminal 

LG   2,5% – Leite-glicose com 2,5% de plasma seminal 

LG      5% – Leite-glicose com 5% de plasma seminal 

LG   10% – Leite-glicose com 10 % de plasma seminal 

Imediatamente após a diluição, o sêmen foi avaliado quanto à motilidade  

progressiva e total (3.2.2) e funcionalidade (3.2.4) e integridade (3.2.3) da membrana 

plasmática. A seguir, os oito frascos contendo o sêmen, com um volume aproximado de 

12 ml, foram resfriados em incubadora a +4ºC a uma taxa de resfriamento de 0,3º C/mim 

(Brinsko et al., 1999), sendo o sêmen novamente avaliado às 24, 48 e 72 horas. 

 

 

4.1.4 Análise estatística 

Foi utilizada a análise de variância. Para serem analisados por este 

procedimento, os dados percentuais foram transformados em ângulos correspondentes 

ao arco-seno da raiz quadrada da proporção. Foi adotado o modelo de parcelas 

subdivididas, com tratamentos (diluentes) nas parcelas principais, arranjados em blocos 

casuais (coletas) e com os tempos nas sub-parcelas. Como teste complementar para 

comparação das médias foi utilizado o teste de Tukey. 

 

 

 

 

4.1.5 Resultados  
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Não foram encontradas interações entre as concentraçôes de plasma seminal e o 

diluente utilizado na preservação de sêmen a +4ºC, a motilidade total (p=0,1042), a 

motilidade progressiva (p=0,4561), o teste de funcionalidade de membrana (p=0,4324), 

o teste de integridade de membrana (p=0,2324) e as alterações de acrossoma (p=0,8038). 

Portanto, a influência da concentração de plasma seminal e dos diluentes, sobre os 

diferentes parâmetros espermáticos, serão analisados separadamente. 

Na Tabela 3 estão expressos os valores médios de motilidade total de amostras 

de sêmen resfriado, contendo diferentes concentrações de plasma seminal no diluente, 

nos diferentes tempos de observação. 

Tabela 3- Valores médios de motilidade total às 0h, 24h, 48h e 72 h de amostras de 

sêmen resfriado contendo 0%, 2,5%, 5% e 10% de plasma no diluente  

Motilidade total (%) Concentração de plasma 

seminal no diluente 
0 h 24 h 48 h 72 h 

0 74a 57a 38a 24a 

2,5% 75a 57a 38a 24a 

5% 74a 57a 37a 24a 

10% 74a 54a 37a 21a 

(a,a p=0,2921) letras iguais na coluna não expressam diferença significativa 

 

Ao se analisar a Tabela 3, verifica-se que as diferentes concentrações de plasma 

seminal utilizadas não influenciaram significativamente (p=0,2921) a motilidade total 

nos diferentes tempos avaliados. Não foi observada interação entre concentração de 

plasma e tempo de armazenamento (p=0,9410). 
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Na Tabela 4 estão expressos os valores médios de motilidade progressiva de 

amostras de sêmen resfriado, contendo diferentes concentrações de plasma seminal no 

diluente, nos diferentes tempos de observação 

Tabela 4- Valores médios de motilidade progressiva de sêmen eqüino resfriado nas 0h, 

24h, 48h e 72h contendo 0%, 2,5%, 5% e 10 % de plasma seminal 

Motilidade Progressiva (%) Concentração de plasma 

seminal 
0 h 24 h 48 h 72 h 

0 46a 30a 16a 10a 

2,5% 47a 30a 18a 10a 

5% 48a 31a 16a 9a 

10% 47a 26a 16a 9a 

(a,a; p=0,7441) letras iguais na coluna não expressam diferença significativa 

 

Não foram verificadas diferenças significativas (p=0,7441) na motilidade 

progressiva das amostras de sêmen contendo diferentes concentrações de plasma 

seminal nos diferentes tempos de avaliação (Tabela 4). Foi verificada uma queda 

constante da motilidade progressiva nos diferentes tempos de avaliação, porém, não se 

observou interação entre concentração de plasma e tempo de armazenamento 

(p=0,3252). 

Na Tabela 5, estão expressos os valores médios de espermatozódes com 

membrana funcional, de sêmen equino resfriado a +4ºC, nos diferentes tempos de 

observação ( 0h, 24h, 48h e 72h), diluídos em diferentes concentrações de plasma 

seminal, (0%, 2,5%, 5% e 10%).  

 



 34

Tabela 5- Valores médios de espermatozóides, diluídos e resfriados, com membrana 

funcional às 0h, 24h, 48h e 72h de observação, contendo diferentes concentrações de 

plasma seminal. 

Espermatozóides com a membrana funcional (%) Concentração de 

plasma seminal 
0 h 24 h 48 h 72 h 

0 % 47a 38a 33a 28a 

2,5 % 48a 38a 32a 27a 

5 % 47a 39a 33a 27a 

10 % 48a 37a 31a 26a 

( a, a; p=0,2876) letras iguais na coluna não expressam diferença significativa 

 

Observa-se, ao analisar a Tabela 5, que as diferentes concentrações de plasma 

seminal não influenciaram significativamente (p=0,2876) a funcionalidade de membrana 

dos espermatozóides resfriados nos diferentes tempos de avaliação. Verificou-se uma 

diminuição da capacidade funcional da membrana com o aumento do tempo de 

armazenagem. No entanto, não foi constatada interação entre concentração de plasma e 

tempo de armazenamento (p=0,9916). 

Na Tabela 6, estão expressos os valores médios de espermatozóides com 

membrana integra, nos diferentes tempos de observação (0h, 24h, 48h e 72h), de 

amostras de sêmen resfriado com diferentes concentrações de plasma seminal. 
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Tabela 6 – Valores médios de espermatozóides eqüinos com a membrana integra às 0h, 

24h, 48h e 72h com 0%, 2,5%, 5% e 10% de plasma seminal 

Espermatozóides com a membrana integra (%) Concentração de 

plasma seminal 
0 h 24 h 48 h 72 h 

0 % 62a 55a 49a 39a 

2,5 % 66b 58b 50a 39a 

5 % 63a 55a 49a 38a 

10 % 63a 54a 46b 36b 

(a,b; p<0,05)- letras diferentes na coluna representam diferença significativa  

 

Ao se analisar a Tabela 6, verifica-se que os espermatozóides eqüinos diluídos e 

contendo uma concentração de 2,5% de plasma seminal apresentaram maior número de 

células com membrana íntegra que as demais concentrações às 0h e 24h de 

armazenamento. No entanto, a partir das 48h e nas 72h os melhores resultados foram 

encontrados nas concentrações de 0%, 2,5% e 5%. Observou-se um significativo 

(p=0,0001) aumento dos danos de membrana com o transcorrer do armazenamento. Não 

foi verificada interação entre as concentrações de plasma utilizadas e o tempo de 

armazenamento (p=0,2840). 

 

Na Tabela 7 estão expressos os valores médios de espermatozóides eqüinos, 

preservados a +4ºC com diferentes concentrações de plasma seminal, apresentando 

defeitos de acrossoma nos diferentes tempos de observação (0h, 24h, 48h e 72 h). 
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Tabela 7- Valores médios de espermatozóides com lesão de acrossoma às 0h, 24h, 48h e 72 

h de amostras contendo diferentes concentrações de plasma seminal 

Espermatozóides com defeito de acrossoma (%) Concentração de 

plasma seminal 
0h 24h 48h 72h 

0 % 13a 17a 19ab 22a 

2,5% 10b 15b 18b 23a 

5% 11ab 16ab 19ab 22a 

10% 13a 18a 20a 22a 

(a,b p<0,05 ) letras diferentes representam diferença significativa 

 

Ao analisar a Tabela 7, verifica-se que as amostras de sêmen contendo 2,5% de 

plasma seminal apresentaram menor dano de acrossoma entre a 0h e as 48h que as 

amostras contendo 10%. No entanto, as amostras contendo 2,5% de plasma não se 

diferenciaram das que continham 0% e 5% em todos os tempos avaliados. Observou-se 

um significativo (p=0,0001) aumento dos danos de acrossoma associado ao tempo de 

armazenamento em todas as amostras. Não foi constatada interação entre concentração 

de plasma e tempo de estocagem (p=0,5468). 

 

Na Tabela 8, estão expressos os resultados de motilidade total de amostras de 

sêmen eqüino, diluído em leite UHT e leite-glicose e armazenados a +4ºC por 72 horas. 
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Tabela 8 Valores médios de motilidade total, de sêmen eqüino resfriado a +4ºC, nos 

diferentes diluentes às 0h, 24h, 48h e 72h de armazenamento 

Motilidade total (%) Diluente 

0 h 24 h 48h 72 h 

Leite UHT 75a 58 a 43 a 27 a 

Leite-glicose 73 a 53b 31b 19b 

a,b (p<0,05)-letras diferentes na coluna expressam diferenças significativas 

 

Observou-se interação (p=0,0158) entre os diluentes e o tempo de 

armazenamento. Avaliando a Tabela 8, verifica-se que na hora 0 as amostras diluídas em 

leite e leite-glicose não apresentaram diferença significativa (p=0,359). No entanto, 

observou-se motilidade total significativamente superior dos espermatozóides das 

amostras diluídas em leite UHT em relação às diluídas em leite-glicose nas 24h 

(p=0,0579), nas 48h (p=0,0001) e nas 72h (p=0,0006).  

Na Tabela 9, são apresentados os valores médios da motilidade progressiva de 

sêmen eqüino diluído, em leite UHT e leite-glicose, resfriado a +4ºC, nos diferentes 

tempos de observação. 

Tabela 9- Valores médios de motilidade progressiva, de sêmen eqüino resfriado a +4ºC, 

nos diferentes diluentes às 0h, 24h, 48h e 72h de armazenamento  

Motilidade Progressiva (%) Diluente 

0 h 24 h 48 h 72 h 

Leite UHT  48a 31a 19a 11a 

Leite glicose 45 b 27b 13b 8b 

(a,b) letras diferem nas colunas representam diferenças significativas (p<0,05) 
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Ao se analisar a Tabela 9, observa-se que o sêmen eqüino diluído em leite UHT 

apresentou motilidade progressiva significativamente superior (p<0,05) em relação ao 

diluente leite-glicose nas 0h, 24h, 48h e 72 h. Não se observou interação entre tempo de 

armazenamento e diluente utilizado (p=0,2306) 

 

Na Tabela 10, estão expressos os valores médios de espermatozóides de sêmen 

eqüino, resfriado a +4ºC, com a membrana funcional nos diferentes tempos de 

observação ( 0h, 24h, 48h e 72 h) e nos diferentes diluentes. 

Tabela 10 – Valores médios de espermatozóides com membrana funcional, de sêmen 

eqüino resfriado a +4ºC, nos diferentes diluentes às 0h, 24h, 48h e 72h de 

armazenamento 

Espermatozóides com membrana funcional (%) Diluente 

0 h 24 h 48 h 72 h 

Leite UHT 54a 42a 34a 29a 

Leite-glicose 40b 33b 30b 24b 

a,b; (p <0,05) letras diferentes na coluna representam diferença significativa  

Foi observada interação (p=0,0001) entre tempo de armazenamento e diluente 

utilizado. No entanto, ao se analisar a Tabela 10, verifica-se que os espermatozóides 

eqüinos diluídos em leite UHT apresentaram maior número de células com a membrana 

funcional que o diluente leite-glicose em todos os momentos de observação (0h 

p=0,0001; 24h p=0,0001; 48h p=0,0081; 72h p=0,0042) 

Na Tabela 11, estão expressos os valores médios de espermatozóides eqüinos 

com a membrana integra, às 0h, 24h, 48h e 72h de observação, com os dois diferentes 

diluentes. 
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Tabela 11 –Valores médios de espermatozóides com membrana íntegra de sêmen 

eqüino, resfriado a +4ºC, nos diferentes diluentes às 0h, 24h, 48h e 72h de 

armazenamento 

Espermatozóides com membrana íntegra (%) Diluente 

0 h 24 h 48 h 72 h 

Leite UHT 64a 56a 48a 35a 

Leite-glicose 63a 55a 48a 40b 

(a,b) (p<0,05) letras diferentes na coluna representam diferenças significativas 

Foi observada interação entre tempo e o diluente utilizado (p=0,0064). 

Avaliando-se a Tabela 11, pode-se verificar que, somente após 72 h de armazenamento, 

o número de espermatozóides com a membrana integra foi significativamente 

(p<0,0006) superior, nas amostras diluídas com Leite-glicose do que nas armazenadas 

com Leite UHT.  

Na Tabela 12, estão apresentados os valores médios de espermatozóides 

eqüinos, armazenados a +4oC, com acrossoma danificado nas diferentes horas de 

observação (0h, 24h, 48h e 72h), nos dois diluentes utilizados. 

Tabela 12 –Valores médios de espermatozóides com acrossoma danificado de sêmen 

eqüino, resfriado a +4ºC, nos diferentes diluentes às 0h, 24h, 48h e 72h de 

armazenamento 

Espermatozóides com acrossoma danificado (%) Diluente 

0 h 24 h 48 h 72 h 

Leite UHT 12a 15a 18a 23a 

Leite-glicose 12a 17a 20a 22a 

(a,a) (p>0,05) letras iguais na coluna não representam diferença significativa  
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Ao se analisar a Tabela 12, nota-se não existir diferença significativa (p>0,05) 

em nenhum tempo de observação, quanto a lesão de acrossoma, em nenhum dos dois 

diluentes . Não foi observada interação entre tempo e diluente utilizado (p=0,4321). 

     4.1.6 Discussão 

A motilidade total e progressiva foi preservada, no presente trabalho, por até 

72h. Uma comparação pode ser realizada com os resultados obtidos pelos trabalhos de 

Mattos (1995), Keller et al. (2001) e Vieira et al. (2002) que obtiveram motilidades 

similares. No entanto, não se obtiveram resultados como os de Varner et al. (1988) e os 

de Van der Holst (1984), que relatam a manutenção da viabilidade espermática por até 

120h. Mesmo utilizando taxas elevadas de resfriamento (1,0oC/min), Varner et al. 

(1988) obtiveram 8% de motilidade progressiva e 12% de total após 120h a +5OC. 

Características espermáticas individuais dos garanhões utilizados nesse trabalho, como 

alta sobrevida, resistência ao choque térmico e adaptação dos espermatozóides ao 

diluente, podem ter colaborado para a obtenção destes resultados. O fato de terem sido 

utilizados apenas 2 garanhões, em contraste com os 4 utilizados neste experimento, os 8 

por Mattos (1995), os 6 por Keller et al. (2001) e os 6 por Vieira et al. (2002) reforça 

esta possibilidade. O aumento do número de indivíduos utilizados resulta numa 

amostragem mais fiel da população, onde garanhões com sobrevida espermática inferior 

contribuíram para a obtenção de períodos menores de manutenção da motilidade.  

Outro fator importante na manutenção espermática, verificado no presente 

experimento, foi a utilização de uma concentração que maximiza a sobrevida 

espermática in vitro (Varner et al., 1987). Utilizou-se uma concentração final de 40 a 50 

x106 espermatozóide/ml, obtendo-se padrões de motilidade semelhantes aos referidos 

por Palmer (1984), Mattos (1995), Keller (1998), Meirelles et al. (1999) e Lagares et al 

(2000). 

Os resultados de integridade e funcionalidade de membrana foram semelhantes 

aos obtidos por Vieira et al. (2002), que utilizou diluente e curva de resfriamento 

semelhantes ao do presente experimento. 
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As diferentes concentrações de plasma seminal utilizadas (0%, 2,5%, 5% e 

10%) não influenciaram a motilidade progressiva e total, bem como, a funcionalidade de 

membrana dos espermatozóides. Observou-se, no entanto, que a integridade de 

membrana de células espermáticas foi afetada, nas amostras que continham 10% de 

plasma seminal, a partir das 48h de armazenamento a +4oC. Da mesma forma amostras 

com 0% e 10% de plasma seminal tiveram maior número de acrossomas danificados a 

partir da diluição. 

Os resultados obtidos estão de acordo com os relatados por Keller et al. (2001) 

que observaram melhores resultados de motilidade total e progressiva nas amostras 

contendo 1,95% de plasma seminal, quando comparado com amostras contendo 17,78%. 

No entanto, não coincidem com os achados por Jasko et al. (1992), que obtiveram piores 

resultados de motilidade progressiva nas alíquotas de sêmen que continham 0% de 

plasma seminal, em comparação com as que apresentavam 5%, 10% e 20%. Nesse 

trabalho, os autores utilizaram um pool de plasma seminal obtido de quatro garanhões 

que foi congelado a –20oC. Entretanto, esta temperatura de congelamento desidrata as 

proteínas do plasma e conseqüentemente prejudica os efeitos causados pela sua 

utilização.  

Observa-se que após 48h de armazenamento, são detectadas alterações de 

integridade de membrana plasmática nas amostras que continham 10% de plasma 

seminal, o que demonstra efeito deletério do mesmo. Entretanto, estas alterações não são 

observadas na funcionalidade de membrana. Provavelmente, a coloração com CFDA/PI 

detecte lesões que não influenciam negativamente a motilidade e a funcionalidade de 

membrana. Da mesma forma, observaram-se maior número de espermatozóides com 

acrossoma alterado, no exame de fluorescência, nas amostras contendo 0 e 10%. Estas 

alterações, também, não influenciaram a motilidade e funcionalidade da membrana dos 

espermatozóides, mas podem atuar como fatores limitantes na capacidade de fertilização 

dos espermatozóides. 

Provavelmente concentrações acima de 10% de plasma provoquem, também, 

danos à motilidade e à funcionalidade de membrana dos espermatozóides, concentrações 

estas não testadas no presente experimento. 
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Os diluentes utilizados diferiram significativamente quanto à motilidade total, 

às 24h, 48h e 72h, quanto à motilidade progressiva e funcionalidade de membrana, 

durante todo o tempo de armazenamento, e quanto à integridade de membrana 

plasmática dos espermatozóide, às 72h de armazenamento. Não se observaram 

diferenças quanto à integridade de acrossoma. 

Com a utilização de leite UHT desnatado obtiveram-se os melhores resultados 

de motilidade espermática progressiva e total quando comparados com o diluente 

comercial leite-glicose. Estes resultados não coincidem com os observados por Mattos 

(1995) e Lagares et al. (2000), com sêmen preservado a +4oC, que não encontraram 

diferenças na motilidade entre amostras diluídas com leite-desnatado e leite desnatado-

glicose. Entretanto, os autores utilizaram leite desnatado em pó para a confecção de 

ambos os diluentes. Da mesma forma, os resultados obtidos não coincidem com os 

observados por Province et al. (1985), que verificaram, ao armazenar a +15oC e a 

+20oC, que o sêmen diluído em leite desnatado-glicose apresentava resultados superiores 

de motilidade que os diluídos em leite desnatado. 

O sêmen preservado em leite UHT desnatado apresentou os melhores 

resultados de funcionalidade de membrana, em relação ao leite desnatado-glicose, 

durante todo o tempo de armazenamento. Estes resultados estão de acordo com os 

observados por Lagares et al. (2000). O percentual de espermatozóides com membrana 

íntegra foi superior nas amostras diluídas em leite desnatado UHT do que nas diluídas 

em leite-glicose, nas 72h de armazenamento. Estes resultados, também, coincidem com 

os obtidos por Lagares et al. (2000). 

As diferenças encontradas de motilidade, funcionalidade e integridade de 

membrana, poderiam ser explicadas pelas diferentes osmolalidades dos diluentes (leite 

desnatado UHT – 250 a 280 mOsm/kg e leite-glicose - 320 mOsm/kg) provocadas pela 

adição da glicose. Meirelles et al. (1999) observaram queda de motilidade nas amostras 

com maior osmolalidade. Tendo em vista, que a osmolalidade do sêmen se encontra 

entre 280 e 300 mOsm/kg (Weitze & Muller, 1991), observou-se que o espermatozóide 

eqüino apresenta motilidade maior quando ressuspenso em meios próximos à 
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isosmolalidade(300mOsmol/Kg). Sieme et al.( 1998) e Kapp (1995) também relatam 

influência negativa de soluções hipertônicas sobre a motilidade espermática em eqüinos. 

Liu et al. (1995) sugeriram que, sob condições normais, a água atravessaria a 

membrana plasmática através de canais protéico. Alterações da membrana que podem 

ocorrer devido a hipertonicidade e, principalmente, dos canais formados pelas proteínas 

íntegras, afetariam a permeabilidade da membrana. A redução ou perda duma fração de 

água induziria à alteração da estrutura e da função da membrana do espermatozóide e, 

conseqüentemente, à perda da capacidade reguladora. Esta fato poderia explicar a 

redução da motilidade total, no presente trabalho. O aumento excessivo da osmolalidade 

pode ter provocado perda da fração de água, alterando a estrutura da membrana 

plasmática e, conseqüentemente, a motilidade. 

Espermatozóides humanos quando submetidos a condições hipertônicas entre 

temperaturas de 22oC e 0oC, apresentaram menores danos do que sob temperaturas mais 

altas (Gao et al., 1993). No presente trabalho, os danos ocorridos nos espermatozóides à 

temperatura ambiente (0h) parecem continuar por 72h a +4oC, refletindo-se na redução 

da motilidade progressiva e na funcionalidade de membrana espermática no meio com a 

osmolalidade superior. Portanto, a redução da temperatura não diminui os efeitos 

prejudiciais à motilidade e a funcionalidade de membrana, causados pela mais alta 

osmolalidade do diluente leite-glicose.  

A diminuição da motilidade e da funcionalidade da membrana, assim como, o 

aumento de membranas plasmáticas alteradas, no sêmen diluído em leite-glicose, 

poderia estar associado, também, à processos bioquímicos. A adição de substratos 

metabólicos como a glicose, objetivando agregar uma fonte extra de energia (Brinsko & 

Varner, 1992) pode ter sido prejudicial aos espermatozóides. A glicose é transportada 

através da membrana plasmática por proteínas específicas, proporcionando a principal 

fonte de ATP, para os espermatozóides durante o metabolismo aeróbico. No entanto, 

uma das conseqüências do metabolismo aeróbico é a produção de peróxido de 

hidrogênio na mitocôndria, que induz a peroxidação de lipídios na membrana 

plasmática. Esta peroxidação causa disfunção de enzimas metabólicas, aumenta a 
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permeabilidade de membrana e é prejudicial à integridade, motilidade e viabilidade 

espermática (Amann & Graham, 1992). 

Conclui-se que concentrações até 5% de plasma seminal não afetam a 

motilidade, a funcionalidade e integridade de membrana plasmática dos 

espermatozóides. A utilização de leite desnatado UHT, proporcionou os melhores 

resultados de motilidade e integridade e funcionalidade de membrana, em relação ao 

leite-glicose. 
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4.2 EXPERIMENTO 2 – Perfil protéico do plasma seminal de garanhões de alta 

fertilidade e de baixa fertilidade 

 

 

     4.2.1 Animais 

Foram utilizados 4 garanhões, da raça Puro Sangue de Corrida, alojados em 

centros criatórios da grande Porto Alegre, sendo 2 com boa qualidade de sêmen (com os 

seguintes parâmetros de sêmen logo após a coleta: motilidade progressiva superior a 

45%, motilidade total superior a 70%, alterações morfológicas inferior a 20% e 

membrana íntegra superior a 60%) e dois com baixa qualidade de sêmen (com os 

seguintes parâmetros de sêmen logo após a coleta: motilidade progressiva inferior a 

30%, motilidade total inferior a 55%, alterações morfológicas superior a 45% e 

membrana íntegra inferior a 45%, logo após a coleta) (Tabela 13). Os animais tinham 

entre 8 e 18 anos de idade, eram mantidos durante o dia soltos em piquetes e estabulados 

durante a noite. A alimentação era à base de aveia, ração comercial e feno de alfafa.  

 

Tabela 13- Parâmetros reprodutivos dos garanhões de alta e baixa qualidade de 
sêmen 

Parâmetros médios a 0h Alta qualidade 

de sêmen 

Baixa qualidade 

de sêmen  

Motilidade total (%) 74 54 

Motilidade progressiva (%) 48 30 

Concentração (x106/ml) 240 140 

Alterações morfológicas totais (%) 18 47 

Espermatozóides com membrana integra (%) 61 42 
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     4.2.2 Delineamento Experimental 

Após a coleta de sêmen através de vagina artificial (3.1), o sêmen foi 

centrifugado a 3000g por 20 minutos para retirar o plasma seminal, sendo o 

sobrenadante novamente centrifugado a 3000g por 20 minutos e posteriormente avaliado 

ao microscópio para verificar se continha alguma célula espermática. 

O plasma seminal de cada um dos garanhões, após duas centrifugações, foi 

dividido em alíquotas de 1,5 ml e congeladas a –196oC. No momento da realização da 

eletroforese bidimensional (3.5), (3.5.1) e (3.5.2), o plasma foi descongelado à 

temperatura ambiente, novamente centrifugado a 10.000g por 1 hora, e sua proteína 

mensurada.  

Foram coletados dois ejaculados de cada garanhão, com intervalo de 1 mês e 

realizado o perfil eletroforético do plasma congelado. 

 

 

 

     4.2.3 Análise estatística 

O delineamento foi completamente ao acaso, com um arranjo em parcela 

subdividida sendo considerado como parcela principal a fertilidade e com sub-parcelas o 

fator coleta e a interação coleta/fertilidade e como erro A os garanhões dentro da 

fertilidade. Como variável resposta foram considerados os logaritmos das percentagens 

relativas da densidade óptica das bandas protéicas. 

 

     4.2.4 Resultados 

A distribuição das bandas protéicas do plasma seminal eqüino pode ser 

observada na Figura 3 e na Tabela 14.  
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RA 3. Perfil eletroforético das proteínas do plasma seminal eqüino.   

m A: Desenho esquemático das proteínas representadas por círculos com 
úmero correspondente. A numeração designa a banda protéica descrita na 
abela 3. 
m B: Gel bidimensional SDS-PAGE à 12%, corado com Comassie Blue. A 
eta superior indica a direção do gradiente de pH não equilibrado 
NEPHGE) na primeira dimensão. Os marcadores de peso molecular estão à 
ireita e os respectivos pesos, ao lado. 

 encontradas 17 bandas protéicas (identificadas através de sistema 

 amostras analisadas nos géis de SDS-PAGE a 12% (Figura 3).  

bela 14 apresenta valores de peso molecular e pontos isoelétricos 

 média, desvio-padrão, valores máximos e mínimos da densidade óptica 

do plasma seminal de reprodutores eqüinos de acordo com a qualidade 

ez bandas protéicas estavam presentes em todas as amostras dos 

e foram denominadas proteínas 7 (65-70 kDa), 9 (35-40 kDa), 11 (35-

35-40 kDa), 15 (30-35 kDa), 17 (25-30 kDa), 21 (10-15 kDa), 23 (15-

20-25 kDa) e 31 (20-25 kDa). Apenas as bandas protéicas 3, 5, 17, 19 e 

am densidade óptica significativamente superior (p<0,05), entre as 

lasma seminal dos eqüinos considerados de alta e baixa qualidade de 
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TABELA 14. Peso molecular (PM), ponto isoelétrico (pI) e densidade óptica das proteínas do plasma seminal dos  reprodutores eqüinos conforme a 

fertilidade. 

Qualidade do Sêmen 

Alta  Baixa
Banda 

Protéica 

Peso 
Molecular Kda PI 

Média e DP Max Min Média e DP Max Min 

p= 

3 75−80    8,0−8,2 0,15  ±  0,09 0,27 0,00 0,24  ±  0,08 0,39 0,16 0.04 

5 75−80    

      

      

      

      

      

    

    

      

      

      

      

      

    

      

8,5−8,7 0,09  ±  0,08 0,17 0,00 0,00  ±  0,00 0,00 0,00 0,01 

7 65−70 6,8−7,0 0,50  ±  0,14 0,68 0,34 0,52  ±  0,14 0,70 0,27 0.68

9 40−45 5,8−6,0 0,23  ±  0,11 0,50 0,14 0,18  ±  0,05 0,26 0,13 0.31

11 40−45 5,5−5,7 0,25  ±  0,08 0,40 0,11 0,24  ±  0,05         0,34 0,18 0.81

13 35−40 6,8−7,0 0,26  ±  0,17 0,68 0,13 0,32  ±  0,21          0,79 0,17 0.40

15 30−35 6,5−6,7 0,50  ±  0,12 0,65 0,23 0,51  ±  0,21 0,74 0,23 0.92

17 20−25 8,0−8,2 0,64  ±  0,17 0,88 0,33 1,28  ±  0,74 2,84 0,83 0.01 

19 20−25 8,5−8,7 0,42  ±  0,30 0,76 0,00 0,00  ±  0,00         0,00 0,00 0.04 

21 10−15 6,2−6,4 0,40  ±  0,07 0,51 0,29 0,39  ±  0,18 0,68 0,16 0.09

23 10−15 5,8−6,0 0,92  ±  0,15 1,16 0,68 0,89  ±  0,13         1,06 0,71 0.74

25 10−15 5,6−5,8 0,25  ±  0,11 0,39 0,00 0,19  ±  0,10          0,31 0,00 0.39

27 20−25 4,0−4,2 0,17  ±  0,07 0,25 0,00 0,16  ±  0,03 0,19 0,12 0.73

29 20−25 3,6−3.8 1,11  ±  0,30 1,38 0,62 0,94  ±  0,14 1,13 0,70 0,26

31 20−25 3,2−3,4 0,51  ±  0,23 1,02 0,18 0,34  ±  0,15 0,59 0,15 0.07 

33 15−20 4,1−4,3 0,14  ±  0,14 0,45 0,00 0,00  ±  0,00 0,15 0,00 0.13
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35 70−75      6,0−6,2 0,20  ±  0,07 0,26 0,00 0,00  ±  0,00 0,22 0,00 0.38
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A freqüência de aparecimento das bandas protéicas 3, 5 17, 19 e 31, que 

apresentaram diferenças significativas (p<0,06) entre as amostras de reprodutores de 

alta e baixa qualidade de sêmen encontram-se expressas na Tabela 15  

 

TABELA 15- Freqüência de aparecimento das bandas protéicas 3, 5, 17, 19 e 31 

conforme a fertilidade dos garanhões 

 Qualidade de sêmen /Freqüência (%) 

Proteínas Alta Qualidade Baixa qualidade 

3 80 100 

5 60 0 

17 100 100 

19 70 0 

31 100 100 

 

Ao se analisar a Tabela 15, verifica-se que as bandas protéicas 17 e 31 foram 

detectadas em 100% das amostras de plasma seminal de garanhões de alta e de baixa 

qualidade de sêmen. Por outro lado, a proteína 3 foi evidenciada em 100% das amostras 

de baixa qualidade e em somente 80% das amostras de alta qualidade de sêmen As 

bandas 5 e 19 estão presentes em 60 e 70% das amostras de garanhões de alta qualidade 

respectivamente, no entanto, não foram evidenciadas nas amostras de baixa qualidade 

 

4.2.5 Discussão 
Neste estudo, foram encontradas 17 bandas protéicas de densidade óptica variada e peso molecular 

entre 10 e 80 kDa e pI 3,2-8,2. Com base no peso molecular e pI aproximado, as bandas protéicas podem 
corresponder a proteínas específicas do plasma seminal eqüino, já descritas na literatura.  

Pelo peso molecular e pI encontrados, tanto a banda protéica 3 (75-80 kDa, pI 8,0-8,2) como a 
proteína 5 (75-80 kDa, pI 8,5-8,7) podem corresponder à lactoferrina, uma proteína de 80 kDa, de ligação 
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ao ferro e ao espermatozóide (Jin et al., 1997), identificada no fluído epididimário do garanhão 
(Fouchecourt et al., 2000), cujo papel fisiológico no plasma seminal ainda é desconhecido (Inagaki et al., 
2002). Foi encontrada homologia entre a lactoferrina e outra proteína do plasma seminal humano, a 
transferrina, cuja concentração foi significativamente (P<0,001) correlacionada com a percentagem de 
espermatozóides móveis, bem com a concentração espermática, nesta mesma espécie (Bharshankar & 
Bharshankar, 2000). No presente estudo, tanto a banda protéica 3, como a 5, de pesos moleculares 
similares com a lactoferrina, que talvez, também no eqüino, possa apresentar homologia com a 
transferrina, explicando assim, a presença destas proteínas quantitativamente superiores (P<0,05) no 
plasma seminal dos reprodutores de alta qualidade do sêmen. Cabe mencionar, que a banda protéica 5 está 
ausente em todas as amostras dos reprodutores considerados de baixa qualidade do sêmen, observa-se 
ainda, que ela esteve presente em 60% das amostras de plasma seminal dos reprodutores de alta qualidade 
de sêmen. 

A banda protéica 17 (25-30 kDa, pI 7,5-7,7) com densidade óptica significativamente superior 
(P<0,05) nos reprodutores de alta qualidade do sêmen, pode corresponder a uma das proteínas 
predominantes no plasma seminal eqüino, com 23 kDa e pI 7-8, verificada através de eletroforese 
bidimensional, por McDowell et al. (1996). Outras proteínas mencionadas pelos mesmos autores (10-20 
kDa, pI 6-7,5 e 23 kDa, pI 4-5) pelos pesos moleculares aproximados e pI encontrados, podem 
corresponder às proteínas 21 (10-15 kDa, pI 6,2-6,4) e 27 (20-25 kDa, pI 4,0-4,2) encontradas neste 
estudo. Como a pesquisa destes autores é meramente descritiva, e não é abordada a função destas 
proteínas no plasma seminal eqüino, torna-se temerário à atribuição de qualquer inferência da presença 
quantitativamente superior da banda protéica 17 nos garanhões com alta qualidade do sêmen. 

A banda protéica 19 (25-30 kDa, pI 8,5-8,7), é provável tratar-se da CRISP 3 (26 kDa, pI 8-9), 
detectada por Schambony et al. (1998) no plasma seminal eqüino. Até então, esta proteína secretória, rica 
em cisteína, havia sido identificada em ratos (Cameo & Blaquier, 1976) e no homem (Kasahara et al., 
1989). Esta proteína mostrou seqüência homóloga à HSP-3 (Magdaleno et al., 1997), isolada e 
caracterizada por Calvete et al. (1994) no plasma seminal eqüino. Como a CRISP-3 / HSP-3 cobre a 
região pós-acrossomal e peça intermediária do espermatozóide ejaculado, Magdaleno et al. (1997) 
atribuiram-lhe um papel de proteção na célula espermática. Como as proteínas da família CRISP estão 
envolvidas no processo de fertilização, em outras espécies, Schambony et al. (1998) sugeriram que teriam 
função semelhante em eqüinos. A proteína 19 avaliada sob o ponto de vista dos valores da densidade 
óptica, apresentou-se superior (P<0,05) nas amostras dos reprodutores de alta qualidade do sêmen. Nas 
amostras dos reprodutores considerados de baixa qualidade do sêmen, a referida banda está ausente em 
todos os animais, observa-se ainda que ela esteve presente em 70% das amostras de plasma seminal dos 
reprodutores de alta qualidade de sêmen. A maior quantidade desta proteína no plasma seminal, como foi 
observado nas amostras dos reprodutores de alta qualidade do sêmen neste estudo, poderia ser atribuído ao 
papel de proteção da célula espermática conferido por esta proteína.  

A banda protéica 31 (20-25 kDa, pI 3,2-3,4) presente em todas as amostras de plasma seminal 
analisadas e com densidade óptica significativamente superior (P<0,05) nas amostras dos reprodutores do 
grupo de alta qualidade de sêmen, pode corresponder à CRISP 1 (31,7 kDa, pI 4,7), também denominada 
glicoproteína ácida epididimária 1 (AEG 1), pertencente às proteínas da família CRISP, proteínas 
secretórias, ricas em cisteína. A função fisiológica das proteínas CRISP não está totalmente elucidada, 
mas a expressão tecido-específico da AEG 1 no trato genital masculino sugere um papel potencial na 
maturação espermática, e possivelmente na fertilização. Na presença de anticorpo anti-AEG 1, os 
espermatozóides ligam-se ao oócito, mas não ocorre a fusão, indicando a necessidade desta proteína para 
que ocorra o processo da fertilização (Cohen et al., 2000). A maior quantidade desta proteína no plasma 
seminal, como foi observado nas amostras dos reprodutores de alta qualidade do sêmen neste estudo, 
poderia também ser atribuído ao provável papel de proteção da célula espermática por esta proteína, pois 
pertence às proteínas da família CRISP.  

As demais proteínas, descritas a seguir, não apresentaram diferença significativa 

nas amostras de plasma seminal dos reprodutores de alta e baixa qualidade do sêmen. 

A proteína 7, de peso molecular entre 65-70 kDa, pI 6,8 a 7,0 pode corresponder a 

osteopontina (72 kDa, pI 5,6). A osteopontina (OPN) é uma glicoproteína ácida, 
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inicialmente identificada e isolada da matriz óssea bovina (Franzen & Heinegard, 

1985), que também está presente  foi identificada nas células de Sertoli, epitélio 

seminífero e cauda do espermatozóide de ratos (Siiteri et al.,1995).  
A natureza ácida da osteopontina foi atribuída à grande quantidade de ácido aspártico e ácido 

glutâmico  (Franzen & Heinegard, 1985). A seqüência N-terminal SSEEK da OPN é considerada como 
substrato para quinases intracelulares que fosforilam (Pinna et al., 1979), e a seqüência GRGDS está 
envolvida na adesão celular através de receptores celulares da família integrina (Craig et al., 1989). Os 
receptores para integrina parecem ter um papel na ligação espermatozóide-óvulo, na pré-implantação e na 
implantação (Vinatier, 1995). 

Foram identificados dois sítios potenciais de ligação à heparina no cDNA da 

osteopontina do rato (Patarca et al., 1993). O plasma seminal bovino, assim como o 

eqüino, contém proteínas de ligação à heparina que, por sua vez, ligam-se ao 

espermatozóide e regulam a capacitação mediada por heparina (Miller et al., 1990; 

Calvete et al., 1997).  

Killian et al. (1993) correlacionaram uma proteína de 55 kDa, pI 4,5, com a 

fertilidade de touros, através de eletroforese bidimensional e a indicaram como um dos 

marcadores de alta fertilidade existentes no plasma seminal bovino. Posteriormente, 

Cancel et al. (1999) identificaram esta proteína como sendo a osteopontina. Entretanto, 

a relação entre esta proteína com a fertilidade ainda não foi bem esclarecida. A relação 

entre a OPN e a fertilidade pode ser indireta (Cancel et al., 1999), através da proteção 

da superfície epitelial das glândulas acessórias contra infecções bacterianas, conferida 

por esta proteína, conforme Brown et al. (1992). Estes autores referem que a 

osteopontina luminal liga-se à receptores da integrina localizados na superfície do 

epitélio celular, podendo apresentar uma função protetora em infecções bacterianas. Por 

outro lado, a OPN pode modificar características da membrana plasmática do 

espermatozóide, favorecendo, assim, a fertilidade (Cancel et al., 1999). 

Também foi identificada no plasma seminal eqüino, uma proteína de 72 kDa, pI 

5,6 como sendo a osteopontina. Esta proteína, da mesma forma que a osteopontina 

bovina, mostrou-se positivamente correlacionada com a fertilidade na espécie eqüina 

(Brandon et al., 1999). 

Pelo peso molecular e pI aproximados, tanto a banda protéica 9 (35-40 kDa, pI 

6,0-6,2), como a proteína 11 (35-40 kDa, pI 5,6-5,8) podem corresponder a uma grupo 

de proteínas (28-30 kDa, pI 5,9-6,5) verificadas por Frazer & Bícci (1996) no plasma 
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seminal eqüino, e que os autores sugeriram tratar-se das mesmas proteínas BSP do 

plasma seminal bovino. 
Pelo peso molecular e pI encontrados, tanto a banda protéica 13 (35-40 kDa, pI 6,8-7) como a 

proteína 15 (30-35 kDa, pI 6,5-6,7) podem corresponder à prostaglandina D sintetase, uma proteína de 30 
kDa, pI 4-7 encontrada no fluído epididimário, testicular e plasma seminal do carneiro e do eqüino, cuja 
função na proteção ou maturação espermática é desconhecida (Fouchecourt et al., 2000). Em reprodutores 
bovinos, uma prostaglandina D sintetase tipo lipocalina de 26 kDa pI 6,2 foi relacionada à alta fertilidade  
(Killian et al., 1993) e a maiores índices de congelabilidade do sêmen por Roncoletta et al., (2000). 
Entretanto, Jobim (2001) observou índices superiores desta proteína no plasma seminal de bovinos com 
baixa congelabilidade do sêmen. 

A banda protéica 23 (15-20 kDa, pI 6,0-6,2) é provável tratar-se da HSP-2, uma 

proteína de 25 kDa, pI 6,5-6,9, que foi caracterizada por Calvete et al. (1997) como 

pertencente a família das espermadesinas e das proteínas de ligação à heparina do 

plasma seminal bovino. A heparina é um glicosaminoglicano, isto 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 à qual ela se liga. Glicosaminoglicanos 

semelhantes à heparina são secretados, particularmente na fase folicular, pelo trato 

reprodutivo da fêmea, o que estimula a capacitação (Lenz et al., 1983). Além disso, 

essas proteínas de ligação à heparina 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) e no eqüino são as HSP 

(horse seminal plasma proteins). 

Os experimentos de Bellin et al. (1996) mostraram que reprodutores bovinos, com 

proteína de ligação à heparina (HBP) em suas membranas espermáticas eram mais 

férteis que aqueles cuja HBP não era detectável. Os reprodutores com as HBPs (30, 24 e 

21 kDa) em suas membranas tinham a maior fertilidade (81,5%). Quando a HBP-24 

kDa estava ausente, havia uma redução na fertilidade (61,3%); quando não possuíam 

HBP em suas membranas, a fertilidade foi a mais baixa (41,9%). 

A banda protéica 29 (20-25 kDa, pI 3,6-3,8) pode corresponder a HSP-1, outra 

proteína de ligação à heparina do plasma seminal eqüino, caracterizada por Calvete et 

al. (1997), possuindo as mesmas funções acima mencionadas, com peso molecular entre 

22-25 kDa e pI 4,6-5,18. 

A banda protéica 25 (10-15 kDa, pI 5,6-5,8) deve corresponder a HSP-7, uma 

proteína de 14 kDa, cuja estrutura foi determinada por Reinert et al. (1996) que a 
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classificaram como pertencente a família das espermadesinas e encontraram 98% de 

identidade com a AWN do plasma seminal suíno. Esta proteína tem um papel de ligação 

à zona pelúcida, da mesma forma que a AWN suína (Reinert et al.,1996). 

As bandas protéicas 33 (15-20 kDa; pI 4,1-4,3) e 35 (70-75 kDa; pI 6,0-6,2) 

podem corresponder respectivamente às proteínas SP3 (18 kDa; pI 4,3) e SP2 (75 kDa; 

pI 6,5) descritas por Brandon et al., (1999), negativamente correlacionadas com a 

fertilidade. Entretanto, a banda protéica 33 também pode tratar-se de uma proteína de 

19,6 kDa, quantitativamente correlacionada com a motilidade pós descongelamento 

observada por Amann et al. (1987).  
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4.3 EXPERIMENTO 3 Influência do plasma seminal de garanhões com baixa 

qualidade espermática na motilidade e integridade e funcionalidade de membrana 

plasmática de espermatozóides de garanhões com alta qualidade espermática e vice-

versa. 

 

 

     4.3.1 Animais 

Foram utilizados 4 garanhões, da raça Puro Sangue de Corrida, alojados em 

centros criatórios da grande Porto Alegre, sendo 2 de alta qualidade de sêmen (AQ) e 2 

de baixa qualidade de sêmen (BQ), considerando-se a motilidade espermática e 

alterações morfológicas (Tabela 13). Estes animais possuíam entre 8 e 18 anos de idade. 

A alimentação era à base de aveia, ração comercial e feno de alfafa.  

 

     4.3.2 Delineamento Experimental 

Os garanhões tiveram previamente seu sêmen coletado (3.1) para realizar um 

banco de plasma seminal. Para tanto, o sêmen foi centrifugado a 3000g por 20 minutos, 

o plasma seminal retirado, novamente centrifugado a 3000g por 20 minutos, avaliado 

para verificar se continha alguma célula espermática, dividido em alíquotas de 1,5 ml, 

identificado e congelado a –196oC. Quando da utilização, o plasma seminal foi 

descongelado em banho-maria a +37oC. 

Foram realizadas 5 coletas de sêmen de cada garanhão, através de vagina 

artificial (3.1), perfazendo um total de 20 coletas. Imediatamente após a coleta, o 

sêmen foi avaliado quanto à motilidade (3.2.2) e concentração (3.2.3), e diluído 1:2 

com EDTA-glicose10, dividido em cinco alíquotas e centrifugado a 600g, por 10 

minutos, para remoção do plasma seminal. O pellet de cada alíquota foi 

                                           
10 Merck 1 Minitüb Gmbh, Alemanha 

 



 57

ressuspendido com uma determinada quantidade de plasma seminal, do banco de 

plasma, acrescido de um determinado volume de Leite UHT (3.3.1), até atingir uma 

concentração final entre 40 a 50x106 espermatozóides/ml.  

Nos garanhões considerados de alta qualidade de sêmen, foi acrescido ao 

pellet, após a centrifugação, plasma seminal de garanhões de baixa (BQ) e de alta 

(AQ) qualidade de sêmen, em concentrações finais de 2,5% e 5%. Em um quinto 

grupo, o sêmen foi diluído somente com Leite UHT (3.3.1), sem plasma seminal. Da 

mesma forma, os garanhões considerados de baixa qualidade de sêmen tiveram o 

pellet acrescido de plasma seminal de garanhões AQ e BQ, em concentrações finais 

de 2,5% e 5%. Em um décimo grupo, o sêmen foi diluído somente com diluente, sem 

plasma seminal. Desta forma, constituíram-se os seguintes grupos de tratamento: 

 

0%AQ -   0% de plasma seminal + espermatozóides de AQ   

2,5%AQ/AQ –  2,5 % de plasma seminal AQ + espermatozóides de AQ   

5,0%AQ/AQ –  5 % de plasma seminal AQ + espermatozóides de AQ   

2,5% BQ/AQ -  2,5 % de plasma seminal BQ + espermatozóides de AQ   

5,0% BQ/AQ -  5 %  de plasma seminal BQ + espermatozóides de AQ  

0%BQ -   0% de plasma seminal + espermatozóides de BQ   
2,5%BQ/BQ - 2,5 % de plasma seminal BQ + espermatozóides de BQ   

5,0%BQ/BQ -  5 % de plasma seminal BQ + espermatozóides de BQ   

2,5% AQ/BQ -  2,5 % de plasma seminal AQ + espermatozóides de BQ    

5,0% AQ/BQ -  5 % de plasma seminal AQ + espermatozóides de BQ   

 

Imediatamente após a diluição, o sêmen foi avaliado quanto à motilidade 

(3.2.2) progressiva e total e funcionalidade (3.2.4) e integridade (3.2.3) de membrana 

plasmática. A seguir, os dez frascos contendo o sêmen, com um volume aproximado de 

12 ml, foram resfriados em incubadora, a +4ºC a uma taxa de resfriamento de 0,3ºC/mim 

(Brinsko et al., 1999) e reavaliado às 24h, 48h e 72h horas. 

 

 

 



 58

     4.3.3 Análise Estatística  

Foi utilizada a análise de variância. Para serem analisados por este 

procedimento, os dados percentuais foram transformados em ângulos correspondentes 

ao arco-seno da raiz quadrada da proporção. Foram adotado o modelo de parcelas 

subdivididas, com tratamentos (diluentes) nas parcelas principais, arranjados em blocos 

casuais (coletas) e com os tempos nas sub-parcelas. Como teste complementar para 

comparação das médias será utilizado o teste de Tukey. 

 

 
     4.3.4 Resultados 

Na Tabela 16, estão expressos os valores médios de motilidade total do 

sêmen de garanhões de alta e de baixa qualidade espermática sem a presença de 

plasma seminal, nos diferentes tempos de observação. 

 

Tabela 16- Motilidade total do sêmen de garanhões de alta e baixa qualidade de sêmen 

sem plasma seminal, resfriado a +4oC, às 0h, 24h, 48h e 72h de armazenamento. 

 Motilidade total (%) 

Qualidade 0 h 24 h 48 h 72 h 

0%AQ 74 b 60 b 42 b 30 b 

0%BQ 54 a 29 a 19 a 12 a 

(a,b; p= 0,0204) letras diferentes representam diferença significativa  

 

Observando-se a Tabela 16, é possível verificar que os garanhões de alta 

qualidade espermática tiveram motilidade total significativamente (p=0,0204) 

melhor em todos os tempos de observação que os garanhões de baixa qualidade. 

Nas Tabelas 17 e 18 estão expressos os valores médios da motilidade total 

de espermatozóides de garanhões de alta e de baixa qualidade espermática, 

armazenados a +4oC nos diferentes tempos de observação, com diferentes 

concentrações e qualidades de plasma seminal. Na análise, observaram-se diferenças 

significativas (p=0,0009) para tratamento dentro de cada grupo de qualidade do 
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sêmen (AQ e BQ) e para o efeito tempo (p=0.0001). Não se observaram interações 

entre qualidade do sêmen (AQ e BQ) e tempo de armazenamento (p=0,1073) e para 

tratamento, dentro de cada grupo de qualidade do sêmen (AQ e BQ), e tempo de 

estocajem (p=0,8070). 

 

Tabela 17- Motilidade total média do sêmen de garanhões de alta qualidade espermática 

acrescido de diferentes qualidades e quantidades de plasma seminal, resfriado a +4C, às 

0h, 24h, 48h e 72h de armazenamento  

 Motilidade total (%) 

Tratamento 0 h 24 h 48 h 72 h 

0%AQ 75 60 42  30 

2,5% AQ/AQ 79 60 46 32 

2,5% BQ/AQ 77 53 37  27  

5% AQ/AQ 80 56 39  28 

5% BQ/AQ 78 56 38 27 

 
 
Tabela 18 – Motilidade total média do sêmen de garanhões de baixa qualidade espermática 

acrescido de diferentes qualidades e quantidades de plasma seminal, resfriado a +4C, às 0h, 24h, 48h e 
72h de armazenamento 

 Motilidade total (%) 

Tratamento 0 h 24 h 48 h 72 h 

0%BQ 56 30 19 12 

2,5% AQ/BQ 54 30 21 13 

2,5% BQ/BQ 56 26 18 9 

5% AQ/BQ 54 26 16 8 

5% BQ/BQ 55 27 15 7 

 

Ao se analisar a Tabela 17 é possível verificar que o sêmen de garanhões de 

alta qualidade espermática, que tiveram acrescidos 2,5% de plasma de garanhões de 

alta qualidade (2,5%AQ/AQ) apresentaram motilidade total significativamente 

superior no tempo total de armazenamento ao obtido nos tratamentos 2,5%BQ/AQ 

(p=0,0023), 5%AQ/AQ (p=0,0164) e 5%BQ/AQ(p=0,0028), não se diferenciando 
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do tratamento 0%AQ (p=0,1618). Nos garanhões de baixa qualidade de sêmen, 

observou-se melhor motilidade total no tratamento 2,5%AQ/BQ do que nos 

tratamentos 5%AQ/BQ (p=0,0269) e 5% BQ/BQ (p=0,0258). Entretanto, o 

tratamento 2,5%AQ/BQ não se diferenciou dos tratamentos 0%BQ (p=0,8908) e 

2,5%BQ/BQ (p=0,2290) (Tabela 18). 

Na Tabela 19, estão expressos os valores médios de motilidade progressiva 

do sêmen de garanhões de alta e de baixa qualidade espermática sem a presença de 

plasma seminal, nos diferentes tempos de observação. 

 

Tabela 19- Motilidade progressiva do sêmen de garanhões de alta e baixa qualidade de 

sêmen sem plasma seminal, resfriado a +4oC, às 0h, 24h, 48h e 72h de armazenamento  

Motilidade total (%) Qualidade do 

sêmen 0 h 24 h 48 h 72 h 

0%AQ 48a 32a 18a 13a 

0%BQ 30b 15b 8b 5b 

( a,b; p= 0,0346) letras diferentes na coluna representam diferença significativa 

 

Observando-se a Tabela 19, é possível verificar que os garanhões de alta 

qualidade espermática tiveram motilidade progressiva significativamente (p=0,0346) 

melhor em todos os tempos de observação que os garanhões de baixa qualidade. 

Nas Tabelas 20 e 21 estão expressos os valores médios da motilidade 

progressiva de espermatozóides de garanhões de alta e de baixa qualidade 

espermática, armazenados a +4oC, nos diferentes tempos de observação, com 

diferentes concentrações e qualidades de plasma seminal. Na análise, observaram-se 

interações (p=0,0027) entre tratamento dentro de cada grupo de qualidade do sêmen 

(AQ e BQ) e para o tempo  de armazenagem (p=0.0001). Observou-se interação entre 

qualidade do sêmen (AQ e BQ) e tempo de estocajem (p=0,0001). No entanto, não 

foi detectada interação para tratamento, dentro de cada grupo de qualidade do sêmen 

(AQ e BQ), e tempo de armazenagem (p=0,2798). 
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Tabela 20- Motilidade progressiva média do sêmen de garanhões de alta qualidade 

espermática, acrescido de diferentes qualidades e quantidades de plasma seminal, 

resfriado a +4oC, às 0h, 24h, 48h e 72h de armazenamento 

 Motilidade progressiva média(%) 

Tratamento 0 h 24 h 48 h 72 h 

0%AQ 49 b 32 b 18 b 13 b 

2,5% AQ/AQ 57 a 34 a 21 a 15 a 

2,5% BQ/AQ 54 b 26 b 17 b 9 b 

5% AQ/AQ 54 b 28 b 17 b 11 b 

5% BQ/AQ 52 b 29 b 18 b 9 b 

 

Tabela 21- Motilidade progressiva média do sêmen de garanhões de baixa qualidade 

espermática, acrescido de diferentes qualidades e quantidades de plasma seminal, 

resfriado a +4oC, às 0h, 24h, 48h e 72h de armazenamento 

Motilidade progressiva média(%) Tratamento 

0 h 24 h 48 h 72 h 

0%BQ 30 15 8 5 

2,5% AQ/BQ 27 15 10 7 

2,5% BQ/BQ 31 12 7 4 

5% AQ/BQ 32 13 7 3 

5% BQ/BQ 31 14 7 3 

 

Ao se analisar a Tabela 20 é possível verificar que o sêmen de garanhões de 

alta qualidade espermática, ao qual foram acrescidos 2,5% de plasma de garanhões 

de alta qualidade (2,5%AQ/AQ) apresentaram motilidade progressiva 

significativamente superior (p<0,0082) no tempo total de armazenamento quando 

comparados aos demais grupos. No entanto, apesar de apresentar na média dos 

tempos de observação os melhores resultados de motilidade progressiva, o grupo 

2,5%AQ/BQ não se diferenciou significativamente (p>0,05) dos demais grupos de 

tratamento entre os garanhões de baixa qualidade de sêmen (Tabela 21). 
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Nas Tabelas 22 e 23 estão expressos os valores médios de espermatozóides 

com a membrana funcional de garanhões de alta e de baixa qualidade espermática, 

armazenados a +4oC nos diferentes tempos de observação, com diferentes 

concentrações e qualidades de plasma seminal. Na análise, observaram-se diferenças 

significativas (p=0,0001) para tratamento dentro de cada grupo de qualidade do 

sêmen (AQ e BQ) e para o efeito tempo (p=0.0001). Observou-se interação entre 

qualidade do sêmen (AQ e BQ) e tempo (p=0,0086). No entanto, não foi detectada 

interação para tratamento, dentro de cada grupo de qualidade do sêmen (AQ e BQ), e 

tempo (p=0,9756). 

 

Tabela 22- Valores médios de espermatozóides com a membrana funcional de 

garanhões de alta qualidade espermática acrescido de diferentes qualidades e 

quantidades de plasma seminal, resfriado a +4oC, às 0h, 24h, 48h e 72h de 

armazenamento  

 Espermatozóides com membrana funcional(%) 

Tratamento 0 h 24 h 48 h 72 h 

0%AQ 56 42 32 28 

2,5% AQ/AQ 56 41 32 27 

2,5% BQ/AQ 54 42 32 26 

5% AQ/AQ 52 39 30 27 

5% BQ/AQ 50 39 31 25 
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Tabela 23- Valores médios de espermatozóides eqüinos com a membrana funcional de 
garanhões de baixa qualidade espermática acrescidos de diferentes qualidades e quantidades de plasma 
seminal, resfriados a +4oC, às 0h, 24h, 48h e 72h de armazenamento 

 Espermatozóides com membrana funcional(%) 

Tratamento 0 h 24 h 48 h 72 h 

0%BQ 43 33 31 24 

2,5% AQ/BQ 40 33 33 21 

2,5% BQ/BQ 43 37 35 27 

5% AQ/BQ 42 31 31 20 

5% BQ/BQ 38 33 30 21 

 

Ao se analisar a Tabela 22, é possível verificar que os espermatozóides de 

garanhões de alta qualidade espermática, aos quais foram acrescidos 5% de plasma 

de garanhões de baixa qualidade (5%BQ/AQ), apresentaram percentagem de 

membrana funcional significativamente inferior no tempo total de armazenamento ao 

obtido nos tratamentos 2,5%AQ/AQ (p=0,0127); 0%AQ (p=0,0189) e 2,5%BQ/AQ 

(p=0,0557), não se diferenciando do tratamento 5%AQ/AQ (p=0,6080). Nos 

garanhões de baixa qualidade de sêmen observou-se maior número de 

espermatozóides com membrana funcional no tratamento 2,5%BQ/BQ do que nos 

demais tratamentos (p<0,0091) (Tabela 23). 

Nas Tabelas 24 e 25 estão expressos os valores médios de espermatozóides 

eqüinos com a membrana íntegra de garanhões de alta e de baixa qualidade 

espermática, armazenados a +4oC nos diferentes tempos de observação,com 

diferentes concentrações e qualidades de plasma seminal. Na análise observaram-se 

diferenças significativas (p=0,0006) para tratamento dentro de cada grupo de 

qualidade do sêmen (AQ e BQ) e para o efeito tempo (p=0.0001). Não se observou 

interação entre qualidade do sêmen (AQ e BQ) e tempo (p=0,1338) e para 

tratamento, dentro de cada grupo de qualidade do sêmen (AQ e BQ), e tempo 

(p=0,9528). 
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Tabela 24- Valores médios de espermatozóides com a membrana íntegra de garanhões 

de alta qualidade espermática, acrescidos de diferentes qualidades e quantidades de 

plasma seminal, resfriados a +4oC, às 0h, 24h, 48h e 72h de armazenamento 

 Espermatozóides com a membrana íntegra (%) 

Tratamento 0 h 24 h 48 h 72 h 

0%AQ 61 54 43 34 

2,5% AQ/AQ 61 55 45 36 

2,5% BQ/AQ 58 57 43 34 

5% AQ/AQ 61 55 44 34 

5% BQ/AQ 59 52 42 32 

 
Tabela 25- Valores médios de espermatozóides com a membrana íntegra de garanhões 

de baixa qualidade espermática, acrescidos de diferentes qualidades e quantidades de 

plasma seminal, resfriados a +4oC, às 0h, 24h, 48h e 72h de armazenamento  

 Espermatozóides com membrana íntegra (%) 

Tratamento 0 h 24 h 48 h 72 h 

0%BQ 42 40 37 31 

2,5% AQ/BQ 45 38 36 34 

2,5% BQ/BQ 54 41 41 34 

5% AQ/BQ 42 35 29 32 

5% BQ/BQ 45 40 34 31 

 

 

Ao se analisar a Tabela 24, é possível verificar que os espermatozóides de 

garanhões de alta qualidade espermática, aos quais foram acrescidos 2,5% de plasma 

de garanhões de alta qualidade (2,5%AQ/AQ) apresentaram percentagem de 

membrana íntegra significativamente superior no tempo total de armazenamento ao 

obtido no tratamento 5%BQ/AQ (p=0,0328); não se diferenciando dos demais 

tratamentos. Nos garanhões de baixa qualidade de sêmen observou-se maior número 

de espermatozóides com membrana íntegra no tratamento 2,5%BQ/BQ do que nos 

demais tratamentos (p<0,0251) (Tabela 25). 
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     4.3.5 Discussão 

A motilidade total e progressiva foi preservada, no presente experimento, 

por 72 horas, com valores semelhantes aos obtidos por Mattos (1995), Keller et al. 

(2001) e Vieira et al. (2002). Estes resultados devem-se principalmente ao diluente 

utilizado, à curva de resfriamento e à concentração espermática da amostra (Mattos, 

1995).  

Os resultados de integridade e funcionalidade de membrana foram 

semelhantes aos obtidos por Vieira et al. (2002), que utilizou diluente e curva de 

resfriamento semelhantes ao do presente trabalho. 

Observaram-se diferenças significativas, durante todo o armazenamento, 

entre os garanhões de AQ e BQ, nas amostras sem plasma seminal, em relação à 

motilidade total (p=0,0346) e à motilidade progressiva (p=0,0204). No entanto, não 

se observaram diferenças nos dois grupos, quando se avaliou a funcionalidade de 

membrana (p=0,2103) e sua integridade (p=0,066). Estes resultados demonstram, que 

o principal diferencial entre os animais de AQ e BQ na ausência de plasma seminal 

foi a motilidade. 

Constatou-se, no decorrer do experimento, que nos garanhões, de AQ e de 

BQ, a motilidade, progressiva e total, foi influenciada pela qualidade e concentração 

do plasma seminal adicionado. Tanto a motilidade total como a progressiva foram 

superiores nos animais que receberam 2,5% de plasma de animais de AQ. A 

funcionalidade e a integridade de membrana foram influenciadas, principalmente, 

pela concentração de plasma do que pela qualidade do mesmo. Enquanto, que nos 

animais de AQ os melhores resultados foram obtidos com 2,5% de plasma de AQ e 

de BQ, nos animais de BQ os melhores percentuais foram verificados com 2,5% de 

plasma BQ. 

Os resultados de motilidade coincidem com os obtidos por Vianna et al. 

(2002), que observaram melhora da motilidade, total e progressiva, nos garanhões 

aos quais se adicionou plasma proveniente de animais de alta qualidade. No entanto, 

não coincidem com os apresentados por Beelmann (1994), que não encontrou 
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diferenças significativas na motilidade e nos índices de prenhez, quando colocou 

plasma seminal de animais com histórico de boa fertilidade em animais com baixa 

fertilidade e vice-versa. Nesse experimento os autores congelaram o plasma seminal 

a –18oC, o que causa uma desidratação e perda de funcionalidade das proteínas do 

plasma, que poderia ter levado à inexistência de diferenças na motilidade e na 

prenhez. 

Os melhores percentuais de motilidade obtidos com a adição de 2,5% de 

plasma de animais de alta qualidade podem ser explicados pela rápida centrifugação 

do sêmen logo após a coleta, permitindo a retirada de proteínas prejudiciais à 

motilidade, antes que estas aderissem à membrana plasmática. Da mesma forma, a 

adição de plasma de alta qualidade permitiu a incorporação de proteínas benéficas à 

motilidade (Experimento2). Estas proteínas, provavelmente, permitam um melhor 

transporte de substratos metabólicos, fornecendo uma maior fonte energética para a 

célula espermática. 
A qualidade do plasma seminal não influenciou diretamente a funcionalidade e a integridade da 

membrana plasmática. No entanto, estas foram influenciadas pela concentração de 2,5% de plasma 
seminal. Estes resultados coincidem parcialmente com os obtidos no experimento 1, onde se verificou que 
a integridade de membrana foi superior nas amostras que continham 2,5% de plasma seminal. Observa-se, 
portanto, da mesma forma que foi verificado nas amostras sem plasma seminal, que a qualidade do sêmen 
utilizado não se diferenciou quanto à funcionalidade de membana e sua integridade e somente a 
concentração de plasma permitiu a existência de diferenças.  

Conclui-se que 2,5% de plasma seminal provenientes de garanhões de alta 

qualidade de sêmen melhora a motilidade de garanhões de baixa qualidade de sêmen 

e concentrações de 2,5% de plasma seminal melhoram os percentuais de 

funcionalidade e integridade de membrana. 
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5 Conclusões 
 

 

1 - Concentrações de até 5% de plasma seminal não afetam a motilidade, a 

funcionalidade e a integridade de membrana plasmática dos 

espermatozóides; 

2 - Concentrações de 2,5% de plasma seminal provenientes de garanhões de 

alta qualidade de sêmen melhora a motilidade de garanhões de baixa 

qualidade de sêmen;  

3 - Concentrações de 2,5% de plasma seminal melhoram os percentuais de 

funcionalidade e integridade de membrana; 

4 – As bandas protéicas 5 e 19 do plasma seminal não foram identificadas 

nos garanhões considerados de baixa qualidade de sêmen; 

5 – As bandas protéicas 3 e 17 apresentaram densidade óptica superior nas 

amostras de garanhões de baixa qualidade de sêmen, enquanto que a 

banda protéica 31 foi superior nos animais de alta qualidade, 

constituindo-se em prováveis marcadores de qualidade; 

6 - A utilização de leite desnatado UHT, proporcionou os melhores 

resultados de motilidade e integridade de membrana, em relação ao leite-

glicose. 
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