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Resumo 

 
A expectativa de dispor de marcadores que auxiliem a indicação do potencial reprodutivo animal tem 

sido objeto de inúmeras pesquisas nas últimas décadas, que provavelmente poderão contribuir 
significativamente na escolha de reprodutores superiores. Os resultados mais significativos envolvendo 
índices de fertilidade “in vivo” indicam proteínas candidatas a marcadores. Estes estudos foram realizados em 
reprodutores da raça Holandesa baseado nas taxas de não retorno de milhares de vacas submetidas a 
inseminações, utilizando doses de sêmen congelado, processadas segundo padrões metodológicos bem definidos 
(Moura et al., 2006a). Baseado nos experimentos recentes as seguintes proteínas são as principais candidatas a 
serem marcadores de fertilidade: osteopontina (OPN), prostaglandina D- sintase tipo lipocalina (PDGS), BSP-30 
kDa, fosfolipase A2 (PLA-2), espermadesinas, proteínas de ligação à heparina, P25b e clusterina. Além destes 
marcadores, resultante de experimentos criteriosos baseados em taxas de não retorno em um número expressivo 
de animais sabe-se da existência de alguns outros marcadores, propostos como indicadores da fertilidade e 
descobertos muitas vezes ao acaso, e cujas funções até então são desconhecidas, portanto, o significado 
biológico de suas relações com a fertilidade ainda é desconhecido. 
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Abstract 
 

Labels that can help to indicate the potential breeding  of animals has been the subject of many 
researches in recent decades, which probably could contribute significantly in the selection of males with 
superior breeding qualities. The in vivo findings involving fertility levels can indicate protein markers. These 
studies were performed in no return rates of Holstein breeding on thousands of inseminated cows, using doses of 
frozen semen, processed second methodological standards well defined (Moura et al., 2006a). Recent 
experiments based on proteins, like osteopontin (OPN), prostaglandin D synthase-type lipocalin (PDGS), BSP-
30 kDa, phospholipase A2 (PLA-2), spermadesin, proteins heparin biniding, P25b and clusterin are the main 
candidates to be markers of fertility. In addition to these markers, the result of careful experiments based on no 
return rates in a significant number of animals is known of the existence of some other markers, proposed as 
indicators of fertility and often discovered occasionally, and whose functions and biological relationship with 
fertility are mostly unknown. 
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Introduction 

 
A expectativa de dispor de marcadores que auxiliem a indicação do potencial reprodutivo animal tem 

sido objeto de inúmeras pesquisas nas últimas décadas, que provavelmente poderão contribuir 
significativamente na escolha de reprodutores superiores. 

As diferenças na fertilidade observadas entre os animais, muitas vezes não são detectadas pelos testes 
rotineiros empregados na avaliação da qualidade do sêmen. Esses métodos de avaliação tem sido objeto de 
importantes progressos nos últimos anos, embora nenhum teste de laboratório tenha provado ser totalmente 
seguro na predição da fertilidade (Berndtson e Pickett, 1980; Den Daas et al., 1992; Amman, 1995). Análises 
bioquímicas, associadas aos critérios de avaliação espermática, poderiam auxiliar na identificação de diferenças 
importantes entre a fertilidade potencial dos animais. Neste sentido, estudos desenvolvidos mostram que há 
evidência de associações significativas entre a expressão de proteínas seminais e a fertilidade dos machos 
avaliada “in vivo” e “in vitro”. Tais proteínas são candidatas a marcadores moleculares da fertilidade (Killian et 
al., 1993; Moura et al., 2006a, b, 2007). 

Os resultados mais significativos envolvendo índices de fertilidade “in vivo” indicam proteínas 
candidatas a marcadores. Estes estudos foram realizados em reprodutores da raça Holandesa baseado nas taxas 
de não retorno de milhares de vacas submetidas a inseminações, utilizando doses de sêmen congelado, 
processadas segundo padrões metodológicos bem definidos (Moura et al., 2006a).  
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Baseado nos experimentos recentes as seguintes proteínas são as principais candidatas a serem 
marcadores de fertilidade: 

 
Osteopontina (OPN) 

 
Avaliando o plasma seminal de touros Holandeses (n = 35) de fertilidade conhecida, Killian et al. 

(1993) identificaram nos animais de alta fertilidade uma proteína de 55 kDa, pI 4,5, posteriormente identificada 
por Cancel et al. (1997), como a osteopontina.  

Estudos recentes mostraram que os índices de fertilidade de touros Holstein (n = 37) são associados a 
uma maior expressão de osteopontina, confirmando a relação positiva desta proteína com a fertilidade (Moura et 
al, 2006a). 

A osteopontina é uma glicoproteína ácida, que possui várias funções, detectada em várias espécies 
(Crivello e Delvin, 1992) e que se liga aos espermatozóides por ocasião da ejaculação (Souza et al., 2008). A 
osteopontina bovina possui um sítio de ligação ao cálcio, e liga-se a várias integrinas através da seqüência de 
aminoácidos RGD, que permite a participação desta proteína na adesão e comunicação intracelular (denhardt et 
al., 2001). 

Muitos mecanismos foram atribuídos para a relação da OPN e a fertilidade: Cancel et al. (1999), 
mencionam que a relação pode ser indireta, através da proteção da superfície epitelial das glândulas acessórias 
contra infecções bacterianas, conferida por esta proteína (Brown et al., 1992). Estes autores referem ainda que a 
osteopontina liga-se à receptores da integrina localizados na superfície do epitélio celular, podendo apresentar 
uma função protetora em infecções bacterianas. Como a OPN está envolvida na adesão celular através de 
receptores da família integrina (Craig et al., 1989) e os receptores para integrina parecem ter um papel na ligação 
espermatozóide-óocito, na pré-implantação e na implantação (Vinatier, 1995), isto poderia explicar a relação 
desta proteína com a fertilidade. No espermatozóide bovino, a OPN é uma proteína de potencial ligação à 
integrina do oócito, durante a fertilização (Erikson et al., 2007). 

Por outro lado, a OPN também pode modificar características da membrana plasmática do 
espermatozóide, o que também deve favorecer, a fertilidade (Cancel et al., 1999). 

Outros estudos mostram que a OPN do fluido das glândulas acessórias de reprodutores Holandeses de 
alta fertilidade está associada com um aumento na capacidade de penetração do espermatozóide no oócito 
(Moura et al., 2007) e na prevenção da polispermia na espécie suína (Hao et al., 2006) e bovina (Erikson et al., 
2007).  

A OPN também induz a capacitação do espermatozóide bovino, através de mecanismos indeterminados, 
tendo igualmente um efeito positivo na viabilidade espermática, possivelmente através de bloqueio de vias 
apoptóticas (Erikson et al., 2007). 

O papel da OPN no processo reprodutivo também é demonstrado em experimentos conduzidos com 
fertilização “in vitro”. Estudos demonstram que anticorpos contra a osteopontina, quando adicionados ao meio 
de FIV, causam reduções significativas na percentagem de fertilização dos oócitos (Gonçalves et al., 2007). 

 
Prostaglandina D- sintase tipo lipocalina (PDGS) 

 

O papel da Prostaglandina D- sintase tipo lipocalina na fertilidade é contraditório. Por um lado, uma 
maior expressão da PGDS no plasma seminal está associada com a alta fertilidade de touros holandeses, adultos, 
avaliada “in vivo” (Killian et al., 1993; Gerena et al., 1998); Por outro lado, três isoformas da PGDS do fluido 
epididimário apresentaram maior expressão em touros holandeses de baixa fertilidade (Moura et al., 2006a). 
Estas observações concordam com as de Fouchécourt et al., (2002) que verificaram baixas concentrações de 
PGDS no sêmen de carneiros e touros de alta fertilidade. Logo grandes quantidades desta proteína, no trato 
genital, não são essenciais para a função reprodutiva, ou outras proteínas podem assumir sua função, quando a 
concentração desta proteína é baixa. 

A prostaglandina D, uma proteína de 26 kDa, pI 6,2, é ativamente formada em vários tecidos e células 
(Ujihara et al., 1988), incluindo os órgãos genitais de machos e fêmeas (Ujihara et al., 1988; Blodorn et al., 1996 
e Gerena et al., 1998). É a principal proteína secretada pelas células epiteliais do epidídimo em muitas espécies, 
como no ovino e no eqüino (Fouchécourt et al., 1999), no bovino (Gerena et al., 1998) e no homem (Tokugawa 
et al., 1998). No bovino, a PGDS também foi localizada na região apical do acrossoma do espermatozóide 
ejaculado (Gerena et.al, 2000). 

Através de estudo imunocitoquímico, a localização específica da prostaglandina foi verificada no tecido 
intersticial testicular, nas células de Sertoli e nas células principais da cauda do epidídimo de ratos. Tal 
localização sugere que esta proteína tem um papel no desenvolvimento e maturação espermática (Gerena et al., 
2000). Entretanto a exata função que a mesma exerce sobre os espermatozóides ainda não está esclarecida 
(Moura et al., 2006b).  
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Estudos também mostram que anticorpos contra a PGDS causam reduções significativas nas taxas de 
fertilização “in vitro” de embriões bovinos (Goncalves et al., 2007), o que sugere uma ação desta proteína no 
processo de fertilização, porém através de mecanismos ainda desconhecidos.  

 
BSP-30 kDa 

 
A expressão de isoformas da BSP 30 kDa no fluído das glândulas acessórias de reprodutores holandeses 

foi relacionada à alta fertilidade “in vivo”por Moura et al. (2006a).  
Esch et al. (1983), Manjunath e Sairam (1987) e Manjunath et al. (1987) purificaram e caracterizaram 

as proteínas ácidas predominantes no plasma seminal bovino, denominadas respectivamente PDC-109 e BSP A1, 
BSP A2, BSP A3, BSP 30 kDa. Estas proteínas, no plasma seminal bovino, são as principais proteínas de 
ligação à heparina.  

Proteínas homólogas as BSP foram identificadas no plasma seminal de eqüinos (HSP1, HSP2, EQ12; 
Calvete et al.,1995), de suínos (pB1; Calvete et al., 1997), de caprinos (GSP14, GSP15, GSP20, GSP22 kDa; 
Villemure et al., 2003), de bizontes (BISV16, BISV17, BISV18, BISV28 kDa; Boisvert et al., 2004), de ovinos 
(Jobim et al., 2005; RSVP14, RSVP20, RSP15, RSP22, RSP24; Bergeron et al., 2005). 

As proteínas BSP A1, 16,5 kDa; A2 ,16 kDa; A3, 15 kDa e BSP 30 kDa são secretadas pelas vesículas 
seminais e, no momento da ejaculação, ligam-se à superfície dos espermatozóides e também a 
glicosaminoglicanos do trato genital feminino (Manjunath et al., 1993). Avaliando a ligação das proteínas BSP, 
Manjunath et al. (1994) verificaram que a BSP A1/A2 e a BSP 30 kDa exibiram uma alta atividade quando 
ligadas à calmodulina, o que pode influenciar no transporte intracelular do Ca2+ e na reação acrossomal. Desta 
forma, as proteínas BSP estariam envolvidas com a capacitação espermática e com a reação acrossomal, e, 
conseqüentemente, com os fenômenos de fertilização.  

As proteínas BSP modulam a atividade da fosfolipase A2; regulando o metabolismo dos fosfolipídeos 
da membrana espermática (Manjunath et al., 1994). Os sítios de ligação dos colina-fosfolipídeos na membrana 
espermática são substratos para a fosfolipase A2 (PLA2), uma enzima-chave na capacitação (Soubeyrand et al., 
1997). As BSP promovem a capacitação espermática pela remoção do colesterol da membrana plasmática 
(Thérien et al., 1998; Moreau et al., 1998; Thérien et al., 1999); diminuindo a taxa colesterol/fosfolipídeos 
levando ao influxo de cálcio, e ao aumento do pH intracelular. Estes eventos são essenciais para que ocorra 
a reação acrossomal (McCauley et al., 1996; Thérien et al., 1999). 

As associações positivas da BSP 30kDa com a fertilidade podem ser resultado de sua capacidade de 
atuar na capacitação espermática, evento fundamental para a fertilização e sobrevivência dos gametas 
masculinos no oviduto (Moura et al., 2006a). Entretanto, em estudo de proteínas da membrana espermática 
provenientes de 20 touros da raça Nelore de fertilidade conhecida (baseado em dados da inseminação artificial 
de 7897 vacas), foi encontrada uma proteína (14,5 kDa pI 4,5) em maiores quantidades na membrana 
espermática de reprodutores de baixa fertilidade; esta proteína foi identificada como BSP-A3 (Roncoletta et al., 
2006). Uma maior quantidade das proteínas BSP, removeria mais colesterol e fosfolipídios da membrana 
espermática, resultando assim em uma maior desestabilização dessa membrana (manjunath e Thérien 2002). 
Através deste mecanismo Roncoletta et al. (2006) explicam as maiores concentrações da BSP-A3 encontradas 
nas membranas dos reprodutores de baixa fertilidade.  

 
Fosfolipase A2 (PLA-2) 

 
A expressão de isoformas da Fosfolipase A2 no fluído das glândulas acessórias de reprodutores 

holandeses também foi prevalente nos touros de alta fertilidade, embora a contribuição da PLA2 para a 
fertilidade “in vivo” foi significativa, porém pequena (Moura et al., 2006a).  

Esta proteína no plasma seminal bovino apresenta um peso molecular de 60 kDa e pI 5,6 (Soubeyrand 
et al., 1997), enquanto que análises do componente protéico da membrana espermática detectaram uma isoforma 
de PLA2 com 16 kDa (Ronkko et al., 1991). 

A PLA2 associada à membrana espermática participa da síntese de acido araquidônico quando ativada 
pela progesterona, Ca2+ e proteína kinase C. O ácido araquidônico é então convertido em prostaglandina E2 pela 
ciclooxigenase, a qual induz o fluxo de Ca2+ através da membrana espermática ocasionando a fusão das 
membranas e a reação acrossômica. A prostaglandina E2 ativa posteriormente a fosfolipase A2 causando um 
incremento na entrada de cálcio (Breitbart e Spungin, 1997). A PLA2 também participa da interação do 
espermatozóide com o oócito (Riffo et al., 1997), sendo ativada pela interação com a zona pelúcida e de 
mecanismos intracelulares de mensageiros secundários (Yuan et al., 2003). 

A fosfolipase A2 apresenta-se como uma enzima multifuncional e as associações da mesma com a 
fertilidade pode ser conseqüência de vários fatores (Moura et al., 2006a). 

 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T43-4HMV7J0-2&_user=687304&_coverDate=01%2F31%2F2006&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=4963&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000037798&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687304&md5=92032d7bbc561389ac04fc83baf53b65#bib16
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Espermadesinas 
 

As espermadesinas são uma família de glicoproteínas de baixo peso molecular (12-16 kDa), que 
apresentam diferentes funções (Romero et al., 1997). Estas proteínas ligam-se à superfície do espermatozóide 
ejaculado (Sanz et al., 1992; Töpfer-Petersen et al., 1998). Até o momento, as espermadesinas foram 
identificadas no plasma seminal suíno (AWN, AQN-1, AQN-3, Calvete et al., 1996; PSPI/PSP-II, Varela et al., 
1997), bovino (aSFP, Wempe et al., 1992; Z13, Tedeschi et al., 2000), eqüino (HSP-7, Reinert et al., 1996) e no 
ovino (Espermadesina de 15,5 kDa, Bergeron et al., 2005). 

A espermadesina Z13 é uma proteína que apresenta uma relação inversa com a fertilidade, mostrando 
maior intensidade no fluido das glândulas acessórias dos reprodutores bovinos de baixa fertilidade (Moura et al., 
2006a). De acordo com os achados deste estudo, estão os observados por Killian et al (1993), que utilizando a 
mesma técnica, e a mesma raça holandesa, verificaram um peptídeo de baixo peso molecular mais abundante no 
plasma seminal de reprodutores de baixa fertilidade, que foi chamado de fator antifertilidade, e posteriormente 
foi identificado como a espermadesina Z13 (Moura et al., 2006a). 

A espermadesina Z13 possui 50% da seqüência de aminoácidos idêntica à proteína ácida do fluído 
seminal bovino (aSFP) e 43 % de homologia com inibidores de motilidade espermática (SPMI) encontrado no 
plasma seminal de humanos (Tedeschi et al., 2000; Robert e Gagnon, 1996) e de suínos (Iwamoto et al., 1995). 

A aSFP liga-se somente à superfície do espermatozóide ejaculado e, para que ocorra a fertilização in 
vitro, é necessário a liberação desta proteína da membrana espermática. Isto sugere que a aSFP atua como fator 
decapacitante do espermatozóide bovino, ao invés de molécula de ligação à zona pelúcida, não possuindo, assim, 
um papel na interação de gametas (Dostalova et al., 1994). Foi sugerido que a estrutura da aSFP pode ser 
responsável pela preservação da membrana, possuindo um efeito antioxidativo na peroxidação lipídica da 
membrana da célula espermática in vitro. Esse efeito é dose dependente, e altos níveis desta proteína podem 
inibir a motilidade espermática e a atividade mitocondrial (Schöneck et al., 1996). 

Os inibidores da motilidade interferem com a atividade da ATPase e, portanto reduzem a freqüência de 
movimento do flagelo e velocidade dos espermatozóides (Iwamoto et al., 1995). Moura et al., (2006a) sugerem 
que a menor fertilidade de touros com altos níveis de espermadesina Z13 deva-se à capacidade desta proteína de 
alterar aspectos da motilidade espermática, devido à homologia desta proteína com as espermadesinas do suíno e 
do homem. Outras espermadesinas isoladas do plasma seminal do suíno como as AQN1, AQN3,AWN, PSPI, e 
PSPII, podem também influenciar a motilidade espermática (Centurión al., 2003; Caballero et al., 2004) e a 
capacidade de penetração no óocito (Caballero et al., 2004), sugerindo a existência de um complexo mecanismo 
destas proteínas no macho.  

Estudando as proteínas da membrana espermática de 20 touros da raça Nelore de fertilidade conhecida 
(baseado em dados da inseminação artificial de 7897 vacas) foi encontrada uma proteína que apresentou uma 
concentração 8,5 vezes superior nas membranas dos reprodutores de alta fertilidade, identificada como aSFP 
(Roncoletta et al., 2006). Esta proteína atuaria como fator decapacitante, prevenindo a prematura capacitação e 
reação acrossômica (Dostalova et al., 1994) e como responsável pela preservação da membrana pelo efeito 
antioxidativo na peroxidação lipídica da membrana da célula espermática in vitro (Schöneck et al., 1996).  

 
Proteínas de ligação à heparina 

 
Outro grupo de pesquisadores utilizando índices de fertilidade “in vivo” em um número significativo de 

animais de raças de corte identificou uma série de proteínas de ligação a heparina como indicadores de 
fertilidade em touros (Bellin et al.,1994, 1996; McCauley et al., 1996, 2001). As proteínas de ligação à 
heparina (HBPs) foram identificadas em várias espécies: no bovino (Chandonnet, et al., 1990), no eqüino 
(Frazer e Bucci, 1996), no suíno (Calvete, et al., 1996), no cão (Souza et al., 2006), e no búfalo (Hiron et al., 
2006).  

A heparina é um glicosaminoglicano, isto é, um polissacarídeo de alto peso molecular, que é 
secretado, particularmente na fase folicular, pelo trato reprodutivo da fêmea, (Lenz et al., 1983) e que se 
liga ao espermatozóide bovino através de proteínas (HBPs), sendo capaz de induzir a capacitação (Lenz et 
al., 1983; Miller et al.,1990).  

As proteínas de ligação à heparina (HBPs) são produzidas pelas glândulas acessórias do macho 
(próstata, vesículas seminais e glândulas bulbouretrais) (Nass et al., 1990). Espermatozóides de touros de alta 
fertilidade apresentaram grande afinidade de ligação com a heparina do que os de reprodutores de menor 
fertilidade (Marks e Ax, 1985). Uma maior afinidade de ligação à heparina corresponde a maiores taxas de 
reação acrossômica (Ax et al., 1985; Ax and Lenz, 1987; Lenz et al., 1988).  

Os experimentos de Bellin et al., (1996) observaram três proteínas caracterizadas como HBPs. Os 
autores mostraram que reprodutores com HBPs em suas membranas eram mais férteis que aqueles em que 
as proteínas eram indetectáveis. Os reprodutores com as três HBPs (30, 24 e 21 kDa) identificadas em suas 
membranas tinham a maior fertilidade (81,5%). Quando a HBP de 24 kDa estava ausente, havia uma 
redução na fertilidade (61,3%) e quando não possuíam HBPs em suas membranas, a fertilidade foi a mais 
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baixa (41,9%). 
A proteína de ligação à heparina HBP-24, observada e relacionada por Bellin et al. (1996) à fertilidade 

de reprodutores bovinos, quando seqüenciada, posteriormente apresentou 90% de identidade com a TIMP-2 
(McCauley et al., 2001). A proteína de ligação à heparina HBP-30 foi denominada posteriormente de antígeno 
associado à fertilidade (FAA), e foi verificado que touros FAA positivo eram 19% mais férteis do que aqueles 
FAA negativos (Bellin et al., 1998). 

 
P25b 

 
O potencial de fertilidade pode também ser avaliado pela P25b, considerada um marcador da fertilidade 

bovina (Parent et al., 1999). Esta proteína é membro da família da superfície espermática encontrada em várias 
espécies: P26h no hamster (Sullivan e Bleau, 1985), P34H no homem (Boué et al., 1996) e P31m no macaco 
(Lamontagne et al.,2001). Reprodutores bovinos de alta fertilidade apresentaram grandes quantidades de P25b, 
enquanto que pequenas quantidades desta proteína foram detectadas nos de baixa fertilidade (Parent et al., 1999). 
A infertilidade no homem (Boué et al., 1996; Guillemette et al., 1999) assim como a baixa fertilidade em 
bovinos (Parent et al., 1999) está associada a baixos níveis desta proteína.  
 

Clusterina 
 

A clusterina foi outra proteína que apresentou uma relação inversa com a fertilidade. Em bovinos, taxas 
de imunodetecção positiva de clusterina nos espermatozóides foram inversamente correlacionadas com taxas de 
fertilidade (Ibrahim et al., 2000). 

A clusterina é uma glicoproteína que, no homem, possui sítios de ligação à heparina (Pankhurst et al., 
1998) e pode regular o transporte e redistribuição de lipídeos no plasma sangüíneo humano (Jenne et al., 1991). 
É abundante no fígado, cérebro e testículo bovino (Palmer e Christie, 1992), e no epidídimo do várias espécies 
(Fouchecourt et al., 2000), estando presente ainda no plasma seminal, bem como na superfície da membrana da 
célula espermática do bovino e do homem (Howes et al., 1998). A clusterina está envolvida em vários processos 
fisiológicos, incluindo adesão e agregação celular (Blaschuk et al., 1983) e maturação espermática (Sylvester et 
al., 1991). 

 
Conclusões e perspectivas futuras 

 
Os estudos sobre as proteínas do plasma seminal avançaram notoriamente nas últimas décadas, mas 

apesar destes progressos ainda encontramos resultados bastante contraditórios.  
Além destes marcadores, resultante de experimentos criteriosos baseados em taxas de não retorno em 

um número expressivo de animais sabe-se da existência de alguns outros marcadores, propostos como 
indicadores da fertilidade e descobertos muitas vezes ao acaso, e cujas funções até então são desconhecidas, 
portanto, o significado biológico de suas relações com a fertilidade ainda é desconhecido. 

As perspectivas futuras estão embasadas no desenvolvimento de biotecnologias, geradas a partir dos 
resultados obtidos com as pesquisas básicas. Muitas destas biotecnologias foram licenciadas pelas universidades 
e patenteadas. Entre elas encontra-se disponível comercialmente um “indicador” de fertilidade, o anticorpo 
monoclonal para identificação do FAA (antígeno associado à fertilidade) nas membranas do espermatozóide 
bovino (Repro Tec, Inc. em cooperação com a Universidade do Arizona EUA– grupo prof. Roy Ax) para 
previsão da fertilidade de touros. 
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