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INFLUÊNCIA DA ESTAÇÃO DO ANO SOBRE AS PROTEÍNAS
DO PLASMA SEMINAL DE TOUROS LIMOUSIN

Marcelo George Mungai Chacur1, Nelson Barbosa Machado Neto2

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar a influência da
estação do ano sobre as proteínas do plasma
seminal em touros Limousin. Coletou-se amostras
de sêmen de 12 animais com dois anos de idade
por eletroejaculação, durante o inverno, com sete
dias de intervalo, em um total de 55 amostras. No
verão, nove desses touros foram reavaliados pelo
exame andrológico. Amostras do sêmen foram
centrifugadas a 1500 g/15 min e acondicionadas
em tubos “eppendorf”, estocadas a -20ºC até o
processamento. As proteínas foram extraídas de
200 μL de cada amostra em 2mL de tampão de
extração composto por 0,625M Tris-HCl; pH 6,8,
2% SDS, 5% β-mercaptoetanol e 20% de glicerol.
As proteínas foram quantificadas e as eletroforeses
realizadas; e os géis fixados e corados na mesma
solução com 2% de Coomassie Blue R250. Nos
touros A, C, D, E, H e I a ausência de proteínas de
alto peso molecular (APM 55KDa, 66KDa e 80KDa)
foi verificada no inverno e uma que se supõe ser
de baixa fertilidade (BF 40 KDa) ausente no touro
D, no verão. Os touros F, G e J mostraram presença
de proteínas de APM (55KDa) no inverno. Nos
touros H, I e J, proteínas APM (55KDa, 66KDa ou
80KDa) estiveram presentes com uma condição
satisfatória de sêmen. O touro I mostrou presença
de proteínas APM (66KDa e 80KDa) no verão.
Sugere-se que as diferentes estações do ano
podem influenciar a presença ou ausência de
proteínas no plasma seminal.

Palavras-chave: Influência da estação, defeitos
espermáticos, proteínas do
plasma seminal, eletroforese,
touro, Limousin.

INTRODUÇÃO

A habilidade para a seleção de touros com
alta fertilidade resulta na produção de doses de
sêmen com qualidade superior, aumentando a taxa
de concepção. Normalmente a análise do sêmen
se baseia na motilidade, concentração e morfolo-
gia, nem sempre resultando na seleção de touros
férteis. Por monta natural um touro fértil deixa cerca
de 120 a 400 descendentes, quando selecionado
por meio da avaliação andrológica. Utilizando-se a
inseminação artificial, esse número pode ultra-
passar os 100.000 descendentes, demonstrando a
importância de se utilizar indivíduos com carac-
terísticas desejáveis, conforme normas da Asso-
ciação Brasileira de Inseminação Artificial (ASBIA,
2003).

Um dos parâmetros morfométricos utili-
zados na seleção de touros é o perímetro escrotal
(PE), facilmente mensurável e de alta repetibili-
dade. Este permite estimar o potencial reprodutivo
de machos jovens, por estar associado ao desen-
volvimento testicular, à produção diária de esper-
matozóides e à puberdade (SMITH, 1989; SILVA,
1993; PINEDA et al., 2000). A presença de um
maior volume testicular por unidade de peso
corporal foi relatada em animais precoces, com
pesos aproximados de 300 kg e idades entre 8 e
30 meses (FIELDS, 1979).

O índice de massa corpórea (IMC) asso-
ciado ao perímetro escrotal e a qualidade do sêmen
em touros jovens têm sido importante para a sele-
ção de animais com maior potencial para as
produções qualitativa e quantitativa de sêmen e
conseqüentemente melhor fertilidade (PINHO,
2000).

Killian et al. (1993) relataram a presença
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de quatro “proteínas associadas com a fertilidade”,
dando início às pesquisas com proteínas do plasma
seminal.

O plasma seminal serve como veículo para
os espermatozóides ejaculados, consistindo em uma
mistura de secreções dos testículos e glândulas
sexuais acessórias, com função carreadora dos
gametas masculinos até o trato genital feminino;
viabilizando a fertilização. Os perfis eletroforéticos
das proteínas do plasma seminal auxiliam na
avaliação clínica, em casos de infertilidade em
touros (MANJUNATH, 1987; EINSPANIER, 1991;
GASSET, 1997; MORTARINO, 1998; RONCOLETTA;
FRANCESCHINI, 1999).

 A biologia molecular na área da repro-
dução animal traz novas ferramentas para o me-
lhoramento genético, por meio da utilização de
marcadores bioquímicos em líquidos orgânicos que
demonstrem o potencial genético de um animal,
cuja seleção de genótipos superiores, para deter-
minadas características reprodutivas possa ser
incrementada (RONCOLETTA; FRANCESCHINI,
1999).

As proteínas solúveis e estruturais têm um
importante papel no metabolismo do esperma-
tozóide, com interferência na fertilidade dos touros
(KILLIAN, 1999; RONCOLETTA; FRANCESCHINI,
1999). O plasma seminal em mamíferos contém
um grupo de proteínas que ligam-se ao esperma-
tozóide, sendo conhecidas como BSP-A1, BSP-
A2, BSP-A3 e BSP-30KDa, que possivelmente
induzem modificações moleculares na membrana
plasmática, essenciais para a capacitação (THE-
RIEN, 1998; BERGERON, 2004). O objetivo desse
trabalho foi estudar a influência da estação do ano
sobre as proteínas do plasma seminal em touros
da raça Limousin.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram utilizados 12 touros da raça Li-
mousin, identificados pelas letras: A, B, C, D, E, F,
G, H, I, J, K e L; com 24 meses de idade, criados
na região de São José do Rio Preto, SP. Realizou-

se cinco colheitas de sêmen por animal, nos meses
de agosto e setembro (inverno) pelo método da
eletroejaculação3, com intervalos de sete dias,
perfazendo 55 ejaculados. Ocorreram 5 tentativas
frustradas, na obtenção do sêmen. Em janeiro
(verão), colheu-se um ejaculado de cada um dos
seguintes animais: A, B, C, D, E, F, G, H e I.

Avaliou-se os animais no inverno e verão,
quanto ao índice de massa corpórea (IMC), cal-
culado por meio da seguinte expressão matemática:
IMC = peso (kg) / altura2 (m), considerando-se a
altura na cernelha e quanto ao perímetro escrotal4
(PE).

O sêmen foi analisado macroscopicamen-
te quanto ao volume, cor e aspecto, e microsco-
picamente quanto ao turbilhonamento, motilidade
espermática progressiva, vigor e morfologia, por
meio de microscópio de contraste de fase5, com
câmara de vídeo6, nas dependências do Labo-
ratório de Reprodução Animal da Universidade do
Oeste Paulista – UNOESTE, Presidente Prudente
– SP. Os touros foram classificados em satisfatórios
ou não satisfatórios, segundo as avaliações clínicas
e espermáticas, para efeito de seleção para monta
natural, segundo normas do Colégio Brasileiro de
Reprodução Animal (CBRA, 1998).

As eletroforeses do plasma seminal foram
realizadas no Laboratório de Biologia Molecular da
UNOESTE, conforme o seguinte protocolo: cen-
trifugou-se7 o sêmen a 1500g por 15 minutos, se-
parando e estocando 1mL do plasma seminal em
tubos “eppendorf”, armazenando-os a -20°C até a
extração e quantificação das proteínas, segundo a
metodologia utilizada por Laemilli (1970); Bradford
(1976), respectivamente. A eletroforese foi realiza-
da em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) em cuba
vertical8 ligada à fonte elétrica9 (50V x 50 mA por
30 minutos e 300 V x 16 mA por 12 horas). A
revelação das bandas protéicas foi feita em solução
a 2% de Coomassie blue R-25010, com posterior
utilização de transminador11 permitindo a captura,
visualização e o processamento das imagens das
bandas protéicas reveladas nos géis.

3 Eletroejaculador modelo EL Macho, Santa Lydia. Presidente Prudente – SP
4 Fita escrotal, Lagoa da Serra, Sertãozinho – SP
5 Microscópio Nikon, Japão
6 Câmara CCD LG – Brasil
7 Centrífuga Excelsa baby II – Modelo 206-R – FANEM® SP – Brasil
8 Mightysmall SE 250 / SE 260, cód. 80 – 6149 – 73
9 Eletrophoresis – Power Suppy – EPS 301, Amersham Pharmacia Biotech
10 USB, 1173, Amersham Life Science
11 Econo Image light cabinet, Alpha Innotech Corporation
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

Perante a avaliação do aparelho reprodutor,
as médias obtidas para o PE foram de 35,54±2,96
cm no inverno e de 34,61±3,26 cm no verão, sendo
as mesmas classificadas como boas para a faixa
etária de 21 a 30 meses, segundo a classificação
andrológica de touros Bos taurus taurus (CBRA,
1998). Observou-se desenvolvimento corporal
satisfatório dos touros no presente experimento,
concordando com as observações de Evans (1996)
sugerindo que a maturidade sexual está mais
intimamente relacionada ao peso do animal do que
à idade, sofrendo influência de fatores como raça,
heterose, balanceamento hormonal e manejo.

O índice de massa corpórea (IMC) para o
inverno foi de 293,94 kg/m² e de 264,09 kg/m² no
verão, similar ao descrito para a raça Nelore aos
48 meses no inverno, com valor médio de 290 kg/
m² (SANCHEZ et al., 2004). Por outro lado, o IMC
dos animais do presente estudo, no verão foi inferior
aos das raças Nelore Padrão (302,62±5,87 Kg/m2)
e Nelore Mocho com 284,19±5,15 Kg|m², na mesma
faixa etária, conforme os resultados obtidos por
Chacur et al. (2006).

O IMC revelou ser importante para a se-
leção de touros, com relação a altura da cernelha,
tendo essa característica uma herdabilidade alta
(0,56) na raça Brahman, entre 8 e 24 meses de
idade, criados em clima tropical (FERNANDES,
1996). No presente trabalho, o IMC mostrou-se útil
para a escolha de touros mais homogêneos, do
ponto de vista corporal, evitando a presença de
animais distoantes da média do rebanho.

Na análise do sêmen os volumes dos
ejaculados foram de 5,10±0,60 mL (inverno) e
6,22±1,86 mL (verão), superiores ao descrito por
Silva (2002) de 4,0 mL e inferior aos 12 mL citado
por Martinez et al. (2000). Estando esse aspecto
quantitativo sujeito à variações, principalmente
frente ao método de colheita por meio da eletro-
ejaculação. A coloração dos ejaculados mostrou-
se branco-marmórea, com aspecto viscoso. O
turbilhonamento apresentou médias e desvios-
padrão de 3,00±0,31 para o inverno e 2,22±1,09
para o verão. A motilidade espermática com médias
de 68,27±3,44% (inverno) e 61,11±24,72% (verão)
foi similar às relatadas por Silva (1993) de 65,3% e
Sarreiro (2002) com 62,7%. Para o vigor esper-
mático, as médias foram de 3,52±0,20 (inverno) e
2,78±0,67 para o verão.

As médias e os desvios-padrão para a
morfologia espermática nos períodos de inverno e
verão, respectivamente foram de 20,96±3,26% e

8,2±5,5% para os defeitos maiores e de
6,18±3,24% e 21,80±12,20% para os defeitos
menores. As médias dos defeitos maiores no inver-
no e dos defeitos menores no verão estão acima
dos limites preconizados pelo Colégio Brasileiro de
Reprodução Animal (CBRA, 1998). Sugere-se que
a baixa temperatura ambiente possa ter sido a causa
da alta incidência dos defeitos, maiores no período
de inverno, uma vez que nas outras estações do
ano a temperatura na região é elevada, estando os
animais aclimatados ao calor, revelando no verão
8,2±5,5% para os defeitos maiores. A morfologia
espermática supostamente é influenciada pelos
constituintes do plasma seminal, sendo o mesmo
um dos responsáveis pela fertilidade observada em
touros Limousin descrito por Chacur et al. (2003 e
2004) e Nelore (CHACUR et al., 2006).

Diferenças individuais entre os perfis em
SDS-PAGE das proteínas do plasma seminal foram
observadas nos géis, estando presentes cadeias
polipeptídicas com pesos entre 6,5 KDa e 205 KDa
no inverno e de 14,9 KDa a 80 KDa no verão.

A osteopontina de 55 KDa foi identificada
como uma das proteínas de fertilidade, presente
no fluido das glândulas sexuais acessórias e
associada com a fertilidade em touros de origem
leiteira (MOURA et al., 2006). Essa proteína modula
a função celular pelos receptores e modifica as
características das membranas plasmáticas dos
espermatozóides, favorecendo a fertilidade, além
de participar da capacitação espermática (KILLIAN
et al., 1993; MORANI, 1998; CANCEL, 1999; GE-
RENA, 2000).

No presente estudo a banda de 55 KDa
esteve presente em três (25%) dos 12 touros (F, G
e J) no inverno e em dois (22,22%) (F e G) dos
nove touros, no verão (Tabela 1). Com exceção
dos touros E e F, que apresentaram um IMC su-
perior a 300 kg/m² e percentagens de 33% e 28%
de defeitos menores, respectivamente, os demais
tinham quadro espermático satisfatório, segundo
normas do CBRA (1998). Resultados esses si-
milares aos descritos por Rabesquine et al. (2003)
em touros Limousin, com IMC maior que 300 kg/
m², associado à presença de altas percentagens
de patologias, compatível com quadro espermático
não satisfatório. O resultado do presente estudo,
sugere ação benéfica da proteína de 55 KDa sobre
a qualidade do sêmen, concordando com Moura et
al. (2006).

Observou-se no presente experimento uma
proteína de 66 KDa, conhecida como albumina
(MORANI, 1998; KILLIAN, 1999), que conforme re-
latos de Jobim; Mattos (2002) auxilia na gameto-
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gênese e no metabolismo das células de Sertoli. A
mesma foi identificada em quatro (44,44%) dos
nove touros (A, C, D e I) no verão. Nove (75%) dos
12 touros apresentaram quadro espermático sa-
tisfatório. Dos três animais restantes, cujos quadros
seminais foram insatisfatórios verificou-se IMC
superior a 300 kg/m² (touros D, E e F).

A eletroforese do presente estudo revelou
a existência de uma proteína de 80KDa, prova-
velmente a lactoferrina encontrada comumente no
plasma seminal de garanhões (INAGAKI, 2002). A
lactoferrina atua como antioxidante, protegendo a
membrana plasmática dos espermatozóides
(FOUCHECOURT et al., 2002). Essa proteína este-
ve presente em quatro (44,44%) touros (A, C, E e
I) no verão, de um total de nove, sendo três (A, C e
I) com quadro seminal satisfatório e um (touro E)
insatisfatório com IMC inferior a 300 kg/m². Dois
touros (A e C) com quadro seminal satisfatório apre-
sentaram simultaneamente as seguintes proteínas
55 KDa e 80 KDa no verão. Por outro lado, o touro
E apresentou as bandas de 55 KDa e 80 KDa,
com quadro seminal insatisfatório, com IMC > 300
kg/m2, no verão.

Uma proteína de 40 KDa foi identificada
no animal D no inverno, o qual apresentou quadro
seminal insatisfatório. Essa proteína é responsável
pela alteração lipídica da membrana espermática,
inibindo a reação acrossômica (BRANDON, 1999).

A banda protéica de 20 KDa do plasma
seminal pode ser responsável pela recuperação da
permeabilidade da membrana espermática, depois
de ser submetida ao choque térmico pelo frio, no
qual se rompe a membrana (BARRIOS et al., 2000).
Essa banda foi identificada em 100% dos touros,
nas duas épocas do ano, inverno e verão.

A eletroforese revelou a presença de outra
proteína marcadora de fertilidade no verão,
supostamente a prostaglandina D, classe lipocalina
de 26 KDa, nos touros B, C, D, E, F, G, H, K e L,

com 50% de ocorrência no inverno – primavera e
66,66% no verão. De acordo com Sorrentino et al.
(1998) essa proteína possui função de transportar
o ácido retinóico, necessário para manter a
espermatogênese.

CONCLUSÕES

Em touros da raça Limousin, as estações
de inverno e verão influenciram diretamente na
presença ou ausência de bandas específicas de
proteínas no plasma seminal; as proteínas de 20
KDa, 55 KDa, 66 KDa e 80 KDa contribuíram
positivamente com a qualidade do sêmen; a pro-
teína de 20 KDa colaborou com a qualidade do
sêmen no inverno e verão e nos touros com IMC
superior a 300 kg/m2, o quadro seminal foi insa-
tisfatório mesmo na presença das proteínas de 55
KDa e 66 KDa.

Season year influence upon seminal plasma
proteins in Limousin bulls

ABSTRACT

The objective of this work was evaluating the season
year influence upon seminal plasma proteins in
Limousin bulls. Semen samples of twelve animals
with 2-years-old were collected with electroeja-
culation, during winter, at 7 days intervals in a total
of 55 samples. In summer, nine of these bulls were
re-evaluated through the andrology tests. Samples
of semen were centrifuged at 1500 g / 15 min and
conditioned in eppendorf tubes and stored at -20ºC
until further processing. The Proteins were extracted
from 200 μL of each sample in 2 mL of extraction
buffer composed by 0.625 M Tris-HCl; pH 6.8, 2%
SDS, 5% β-mercaptoethanol and 20% of glycerol.
The protein was quantified and the electrophoresis

Tabela 1. Percentagens de ocorrência de bandas protéicas específicas no plasma seminal de touros Limousin
nas estações do inverno e verão, São José do Rio Preto – SP.

Touros Bandas de proteínas Inverno (n = 12) Verão (n = 9)
F, G, J 55 KDa 3/12 (25%) 2/9 (22,22%)
A, C, E, H 55 KDa ausente 4/9 (44,44%)
A, C, D, I 66 KDa ausente 4/9 (44,44%)
A, C, E, I 80 KDa ausente 4/9 (44,44%)
D 40 KDa 1/12 (8,33%) ausente
A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, K, L 20 KDa 12/12 (100%) 9/9 (100%)
B, C, D, E, F, G, H, K, L 26 KDa 6/12 (50%) 6/9 (66,66%)
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was performed; the gels were fixed, and stained in
the same solution with 2% of Coomassie Blue R250.
In Bulls A, C, D, E and I the absence high molecular
weight (HMW 55 KDa, 66 KDa and 80 KDa) proteins
was verified in the winter and the one which suppose
to be of low fertility (LF 40 KDa) absent in bull D, in
summer. The bulls F, G e J showed presence of
HMW (55KDa) in the winter. In bulls H, I and J
HMW (55 KDa, 66 KDa or 80 KDa) proteins were
present with a satisfactory semen condition. The
bull I showed presence of HMW proteins (66 KDa
and 80 KDa) in summer. It suggests that different
seasons of the year may influence the presence or
absence of proteins in seminal plasma.

Keywords: Season influence, spermatic defects,
seminal plasma proteins, electro-
phoresis, bull, Limousin.
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