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Resumo 
 

A tecnologia da criopreservação tem apresentado desenvolvimento notório, tanto no melhoramento da 
qualidade como na fertilidade do sêmen após o processamento. Apesar dos progressos alcançados com as 
técnicas da criopreservação do sêmen, ainda são obtidas perdas em torno de 50% de espermatozóides viáveis 
durante o processo (Watson, 2000). Os indivíduos podem ser classificados como produtores de sêmen de alta e 
baixa congelabilidade, dependendo das características estruturais da membrana, o que é geneticamente 
determinado, predispondo à sobrevivência ao estresse da criopreservação (WATSON, 2000). Várias proteínas do 
plasma seminal bovino têm influência na congelabilidade do sêmen. Roncoletta (1999), através da análise das 
proteínas do plasma seminal, verificaram três polipepteptídeos (45, 24 e 10,8 kDa) com densidade óptica 
superior nas amostras de reprodutores de melhor congelabilidade do sêmen. Outras proteínas também foram 
relacionadas à alta congelabilidade do sêmen: a proteína ácida do fluído seminal bovino (aSFP), a clusterina, a 
albumina e a osteopontina (OPN); podendo assim, ser indicadas como marcadores. Também foram indicadas 
mais duas bandas protéicas (15-16 kDa, pI 4,7-5,2 e relacionadas à alta congelabilidade do sêmen, porém que 
não foram identificadas no estudo, mas que pelo peso molecular e ponto isoelétrico aproximado poderiam 
corresponder às proteínas BSP A1/A2 (15-16 kDa, pI 4,7-5,2) ou BSP A3 (13-14 kDa, pI 6,0-6,5) (JOBIM et al., 
2004). Outros estudos indicam ainda as proteínas P25b e as proteínas anticongelação (AFPs), como proteínas 
relacionadas a congelabilidade do sêmen. Apesar dos progressos no conhecimento das proteínas relacionadas à 
criopreservação, ainda encontramos resultados bastante contraditórios e por vezes, a ausência do conhecimento 
da forma de proteção conferida por determinadas proteínas. Entretanto, não resta dúvida que a modificação ou 
mesmo a perda de proteínas do plasma seminal e da superfície espermática parecem fazer parte do mecanismo da 
crioinjúria que levam a menor fertilidade do sêmen congelado. 
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Abstract 
 

Cryopreservation techniques has shown remarkable development, both in improving the quality and the 
fertility of semen after processing. Despite these progress , losses are around 50% of viable sperm during the 
process (Watson, 2000). Individuals can be classified as producers of  high-and low semen The structural 
characteristics of the membrane, which is genetically determined, predisposes the survival of the stress of 
cryopreservation (Watson, 2000). Several proteins of bovine seminal plasma influence on semen  freezability . 
Roncoletta (1999), analysing seminal plasma proteins, find  three polipepteptídeos (45, 24 and 10.8 kDa) with 
higher optical density in samples of the bulls with high freezability semen. Other proteins were also highly 
related to the frozen semen: the acid bovine seminal fluid (aSFP), the clusterin, the albumin and osteopontin 
(OPN) can be shown as semen freezability markers. Also two protein bands, (15-16 kDa, pI 4,7-5,2) are related 
to the high semen freezability, based in molecular weight and isoelectric point could correspond to the protein 
BSP A1/A2 (15-16 kDa, pI 4,7-5,2) or BSP A3 (13-14 kDa, pI 6,0-6,5) (JOBIM, et al 2004). Other studies also 
indicate the proteins P25b as antifreezeprotein (AFPs) related to semen freezability. Despite progress in 
understanding proteins related to cryopreservation, the results are still contradictory and sometimes, a lack of 
knowledge of protection provided by certain proteins. There is no doubt that the modification or even the loss of 
proteins of seminal plasma and sperm surface appear to be part of the mechanism of cryoinjury leading to lower 
fertility of frozen semen. 
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Introdução 

 
A tecnologia da criopreservação tem apresentado desenvolvimento notório, tanto no melhoramento da 

qualidade como na fertilidade do sêmen após o processamento. Apesar dos progressos alcançados com as 
técnicas da criopreservação do sêmen, ainda são obtidas perdas em torno de 50% de espermatozóides viáveis 
durante o processo (Watson, 2000). 
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Durante o processo da criopreservação e/ou descongelamento, ocorrem danos: formação de cristais de 
gelo intracelulares; aumento da concentração intra-celular de solutos; e modificações correlacionadas, resultantes 
da desidratação celular durante a congelação. A lesão celular pode ser causada diretamente, afetando estruturas 
celulares (ruptura de membranas), ou indiretamente, alterando as funções celulares através do processo 
metabólico (Holt, 2000). Entre os danos ocorridos na célula durante o processo da criopreservação também estão 
incluídas injúrias e perdas de proteínas da superfície espermática (Lasso et al., 1994). Estas observações 
encontram suporte nos estudos de Hammerstedt e Graham (1992), Ollero et al. (1998), Nauc e Manjunath, 
(2000). Ainda neste contexto, Ollero et al. (1998) observaram a perda de quatro bandas próteicas da membrana 
espermática das amostras do ejaculado de quatro reprodutores (35, 68, 100 e 245 kDa) quando comparado ao 
sêmen fresco dos mesmos reprodutores. A diferença entre a composição da membrana espermática do sêmen 
fresco e congelado pode ser a base molecular para as diferenças encontradas na fertilidade do sêmen 
criopreservado (Ollero et al., 1998). 

Apesar do conhecimento das modificações na superfície espermática que ocorrem na criopreservação, 
as relações entre estas injúrias e a diminuição da fertilidade são pouco conhecidas (Lessard et al., 2000). 

Os indivíduos podem ser classificados como produtores de sêmen de alta e baixa congelabilidade, 
dependendo das características estruturais da membrana, o que é geneticamente determinado, predispondo à 
sobrevivência ao estresse da criopreservação (Watson, 2000). 

Várias proteínas do plasma seminal bovino têm influência na congelabilidade do sêmen. Roncoletta 
(1999), através da análise das proteínas do plasma seminal por eletroforese unidimensional, verificaram três 
polipepteptídeos (45, 24 e 10,8 kDa) com densidade óptica superior nas amostras de reprodutores de melhor 
congelabilidade do sêmen. Posteriormente, Roncoletta et al. (2000) identificaram, através de imunodetecção, a 
proteína de 24 kDa, como sendo a prostaglandina D sintase tipo lipocalina, essa proteína apresentou quantidade 
superior no plasma seminal dos reprodutores com melhor congelabilidade do sêmen (Roncoletta et al., 2000).  

Através de eletroforese bidimensional, também foram detectadas diferenças no perfil protéico do 
plasma seminal de reprodutores bovinos de alta e baixa congelabilidade do sêmen. Foram utilizados 16 
reprodutores adultos, doadores de sêmen, pertencentes às espécies Bos taurus taurus (9) e Bos taurus 
indicus (7), subdivididos em dois grupos, de acordo com o grau de congelabilidade do sêmen. A formação 
dos grupos dos reprodutores, de acordo com a congelabilidade do sêmen, foi baseada no histórico de produção 
da central de inseminação artificial de 2 anos (Jobim, 2001, Jobim et al., 2004).  

A proteína ácida do fluído seminal bovino (aSFP), a clusterina, a albumina e a osteopontina (OPN), 
foram as proteínas do plasma seminal bovino relacionadas com a alta congelabilidade do sêmen; podendo assim, 
ser indicadas como marcadores. Também foram indicadas mais duas bandas protéicas (15-16 kDa, pI 4,7-5,2 e 
relacionadas à alta congelabilidade do sêmen, porém que não foram identificadas no estudo, mas que pelo peso 
molecular e ponto isoelétrico aproximado poderiam corresponder às proteínas BSP A1/A2 (15-16 kDa, pI 4,7-
5,2) ou BSP A3 (13-14 kDa, pI 6,0-6,5; Jobim et al., 2004). 

No estudo de Jobim et al. (2004), as amostras de plasma seminal dos reprodutores de baixa 
congelabilidade apresentaram uma banda protéica (25-26 kDa; pI 6,0-6,5) com densidade óptica superior às 
amostras dos reprodutores de alta congelabilidade, estando esta proteína presente em 100% das amostras dos 
reprodutores de baixa congelabilidade e somente em 30% das amostras do plasma seminal de reprodutores 
considerados de alta congelabilidade do sêmen. Esta banda protéica foi sugerida como indicativo da baixa 
congelabilidade do sêmen bovino. Embora não tenha sido identificada, esta proteína pelo peso molecular e ponto 
isoelétrico aproximado poderia corresponder à prostaglandina D sintase tipo lipocalina. 
 

Proteína ácida do fluído seminal bovino (aSFP) 
 

Esta proteína é secretada pelas vesículas seminais (Einspanier et al., 1991 e Wempe et al., 1992), 
ampolas e epidídimo, mas não pelo testículo e outros tecidos do aparelho reprodutor do touro (Wempe et al., 
1992). A aSFP possui 50% da seqüência de aminoácidos idêntica à dos polipeptídeos das espermadesinas do 
suíno (Einspanier et al., 1994), mas com características biológicas diferentes: 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 (Schöneck et al., 1996). O estresse sofrido no processo da criopreservação tem como resultados a 
sobrevivência, o prejuízo da função ou a morte da célula espermática (Holt, 2000). O peróxido é produzido e 
liberado pelas membranas das células mortas, em detrimento dos espermatozóides vivos (Shannon, 1978). 
Conseqüentemente, a presença da aSFP, quantitativamente superior nos reprodutores de alta congelabilidade do 
sêmen, pode ser explicada pelo poder de preservação da membrana do espermatozóide contra a peroxidação, 
conferido por esta proteína (Jobim et al., 2004). 
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Clusterina 
 
A clusterina esteve presente em 90% das amostras de plasma seminal dos reprodutores de alta 

congelabilidade e em apenas 16,66% das amostras do grupo considerado de baixa congelabilidade do sêmen 
(Jobim et al., 2004). A clusterina é uma glicoproteína de peso molecular de 25,35 kDa e pI de 5,54, 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), 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). Em bovinos, taxas de imunodetecção positiva de clusterina nos espermatozóides foram inversamente 
correlacionadas com taxas de concepção (Ibrahim et al., 2000). Tendo em vista sua localização na membrana 
espermática e seu papel no transporte e redistribuição de lipídeos, esta proteína poderia apresentar funções 
biológicas semelhantes às da BSP na proteção da função da membrana espermática, no processo da 
criopreservação do sêmen (Jobim et al., 2004). 

 

Albumina 
 

Uma banda protéica de 66 kDa, pI 5,4, foi imunoidentificada, no experimento de Jobim (2001), como 
sendo a albumina, e apresentou densidade óptica superior nas amostras dos reprodutores de alta congelabilidade 
do sêmen. 

Foi observado que a albumina sérica bovina, quando adicionada a espermatozóides epididimários 
incubados com o plasma, epididimário ou seminal, homólogo, estimulou a motilidade espermática (Dott et 
al.,1979). Outros estudos verificaram que a albumina sérica era benéfica à motilidade no sêmen de suíno, ovino, 
eqüino e de coelho, mas que tinha pouco efeito na motilidade espermática do bovino (Baas et al., 1983). Neste 
estudo, embora se tenha observado o efeito da albumina do plasma seminal na congelabilidade do sêmen e não 
da adição da albumina sérica, a maior concentração desta proteína nos reprodutores de alta congelabilidade do 
sêmen está de acordo com os dados encontrados por Dott el al. (1979), quando referem um aumento na 
motilidade espermática atribuído à adição da albumina. 

A membrana espermática é a principal responsável pela regulação da função espermática (Garcia-Lopez 
et al., 1996). Componentes específicos do plasma seminal adsorvidos à superfície da membrana do 
espermatozóide no trânsito epididimário e na ejaculação (Metz et al., 1990; Desnoyers e Manjunath, 1992; 
Amman et al., 1993) modulam a capacitação espermática (Eng e Oliphant, 1978; Miller et al., 1990; Manjunath 
et al., 1994). O processo da capacitação está associado a profundas alterações na membrana do espermatozóide, 
incluindo o efluxo do colesterol da membrana plasmática (Visconti et al., 1998). A albumina, presente no trato 
genital da fêmea, promove o efluxo do colesterol e de outros fosfolipídios de membrana que ocorrem na 
capacitação (Davis et al., 1979; Visconti et al., 1998; Osheroff et al., 1999; Wu et al., 2001). O mesmo papel é 
atribuído às proteínas BSP A1/A2 (PDC-109) do plasma seminal bovino (Thérien et al., 1999). 
Conseqüentemente, a maior quantidade de albumina no plasma seminal dos reprodutores de alta congelabilidade 
do sêmen, verificada no estudo, pode estar relacionada à capacidade da albumina em participar de modificações 
de permeabilidade da membrana espermática (Jobim, 2001, Jobim et al., 2002).   

 
Osteopontina (OPN) 

 
A proteína imunoidentificada como a osteopontina no estudo de Jobim (2001) também foi prevalente no 

plasma seminal dos touros de alta congelabilidade. 
A osteopontina é uma glicoproteína ácida, inicialmente identificada e isolada da matriz óssea bovina 

(Franzen e Heinegard, 1985). Foi identificada nas células de Sertoli, epitélio seminífero e cauda do 
espermatozóide em ratos (Siiteri et al.,1995). O anti-soro contra a osteopontina humana assim como o anti-soro 
preparado contra a osteopontina purificada do plasma seminal bovino, reagiram com a proteína no plasma 
seminal e nos fluidos das vesículas seminais e ampolas, levando à conclusão que as fontes primárias da 
osteopontina no touro são as vesículas seminais e as ampolas (Cancel et al., 1999).  

A natureza ácida da osteopontina foi atribuída à grande quantidade de ácido aspártico e ácido glutâmico 
(Franzen e 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-oócito, 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 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). Também foram 
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identificados dois sítios potenciais de ligação ao Ca2+ em osteopontina de diversas espécies (Prince, 1989). 
A osteopontina foi classificada como uma citoquina (Patarca et al., 1993). As citoquinas são descritas 

como proteínas e peptídeos solúveis que podem modular a função celular, usualmente através de efeitos 
mediados por receptores (Patarca et al., 1993). 

Tendo em vista o papel da osteopontina na adesão celular através de receptores celulares da família 
integrina, sugere-se que a relação desta proteína com a congelabilidade do sêmen pode ser atribuída à modulação 
da função celular da membrana plasmática do espermatozóide, contribuindo, assim, para a proteção da mesma 
no processo da criopreservação do sêmen (Jobim, 2001, Jobim et al., 2002). 

 
BSP 

 
Com base no peso molecular e pI aproximado, a banda protéica de peso molecular entre 15 a 17 kDa e 

pI entre 4,5 a 5,5, pode corresponder a BSP A1/A2 apresentou densidade óptica superior nos reprodutores de alta 
congelabilidade (Jobim, 2001, Jobim et al., 2004). 

A BSP A1/A2 é a principal proteína de ligação à heparina do plasma seminal bovino, ligando-se 
especificamente aos colina-fosfolipídeos do espermatozóide no momento da ejaculação, mediando a capacitação 
pelo efluxo de colesterol e fosfolipídeos (Thérien et al., 1999). Foi observada uma diminuição significativa (70-
80%) na concentração das proteínas BSP ligadas à membrana espermática depois da criopreservação do sêmen, 
o que indica a ocorrência de modificações na membrana do espermatozóide, durante a congelação, as quais 
podem alterar as propriedades da membrana, levando à capacitação prematura do espermatozóide após o 
descongelamento (Nauc e Manjunath, 2000). Desta forma, pode-se supor que a maior quantidade desta proteína 
no plasma seminal, como foi observado nas amostras dos reprodutores de alta congelabilidade neste estudo, 
poderia conferir maior preservação das propriedades da membrana espermática durante o processo da 
congelação do sêmen. 

Em estudos recentes, o grupo de Manjunath elucida o mecanismo de atuação das BSP na 
criopreservação do sêmen: Na ejaculação, as proteínas BSP secretadas pelas vesículas seminais ligam-se a 
membrana espermática (Desnoyers e Manjunath, 1992; Manjunath et al., 1994) e induzem o efluxo de colesterol 
e fosfolipídios da membrana (Therien et al., 1998, 1999). Se o sêmen não é diluído, é continuamente exposto a 
altas concentrações das proteínas BSP, conseqüentemente a remoção de lipídios é contínua, resultando na 
diminuição da resistência espermática ao choque térmico e ao congelamento (Manjunath et al., 2007). 

Foi observado que as BSP são proteínas de ligação dos colina-fosfolipídeos da membrana espermática e 
que as lipoproteínas de baixa densidade (LDL; responsáveis pela proteção espermática conferida pela gema de 
ovo presente nos diluentes) contém estes lipídios (Manjunath et al., 2002). As proteínas BSP ligam-se ao LDL 
de forma rápida e saturável (uma molécula de LDL pode ligar 240-555 moléculas de BSP), e mesmo depois da 
congelação as proteínas BSP ainda estão associadas com o LDL da gema de ovo. Esta interação parece ter 
efeitos significativos na preservação da função espermática (Bergeron et al., 2004). 

 
P25b 

 
Estudando alterações de proteínas da superfície espermática no sêmen criopreservado de oito touros de 

alta e baixa fertilidade (baseado em dados de não retorno de inseminação artificial) Lessard et al. (2000) 
observaram que após 28 dias de preservação do sêmen em nitrogênio líquido a proteína P25b apresentava uma 
diminuição significativa de sua concentração quando comparada ao sêmen fresco. Entretanto, esta diminuição 
ocorreu a partir do 5o dia, quando o sêmen foi diluído em meio contendo gema de ovo, e depois de 14 dias de 
estocagem quando o diluente continha leite.  

P25b é uma proteína da superfície espermática adquirida pela célula, durante o trânsito epididimário 
(Sullivan e Robitaille 1989). Esta proteína está envolvida na interação de gametas, atuando como molécula de 
ligação à zona pelúcida (Bérubé e Sullivan, 1994; Boué et al., 1994). A P25b foi considerada como marcador da 
fertilidade bovina (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. 
Portanto, a perda desta proteína que ocorre no processo da criopreservação pode ser suficiente para diminuir a 
fertilidade do sêmen bovino congelado. A perda de proteínas da superfície do espermatozóide relacionadas à 
função espermática parece fazer parte do mecanismo da crioinjúria que leva a menor fertilidade do sêmen 
congelado, e parece que no bovino, a P25b é uma destas proteínas (Lessard et al., 2000). 

 
Proteínas anticongelação (AFPs) 

 
Outras proteínas surgiram, talvez, como perspectiva de adição ao sêmen congelado, na tentativa de 

minimizar as injúrias da criopreservação.  
Foi descoberto um peixe da Antártica que podia resistir à congelação, e este efeito foi atribuído à 

presença de proteínas específicas, que posteriormente foram denominadas de proteínas anticongelação (Devries e 
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Wohlschlag, 1969). As proteínas anticongelação (AFPs) e as glicoproteínas anticongelação (AFGPs) protegem 
as células na criopreservação, através da modificação na forma dos cristais de gelo (Ishiguro e Rubinsky, 1994; 
Chapsky e Rubinsky, 1997), previnem a recristalização (Knight et al., 1984) além de protegerem a membrana 
plasmática nas baixas temperaturas (Rubinsky et al., 1990, 1991). Quatro diferentes AFPs e também AFGPs 
foram identificadas (AFPI, AFPII, AFPIII, AFPIV e AFGP), porém somente três formas destas proteínas estão 
disponíveis comercialmente (AFPI, AFP III e AFPGP).  

Estudos demostraram o efeito da adição das AFPs no sêmen criopreservado: No chimpanzé (Younis et 
al., 1998) e no ovino (Payne et al., 1994), proporcionaram um aumento na percentagem de espermatozóides 
móveis pós-descongelação. Entretanto, no sêmen de camundongo, foi observada uma relação inversa entre as 
concentrações de AFPs e a percentagem de espermatozóides vivos pós-descongelação (Koshimoto e Mazur, 
2002). 

Prathalingam et al. (2006) testaram o efeito da adição das AFPI, AFPIII e AFGP em quatro 
concentrações (0,1; 1; 10 e 100 μg/ml) no diluente do sêmen bovino para congelação. AFPI, AFPIII e AFGP não 
afetaram significativamente a proporção de células viáveis, nem a integridade do acrossoma pós-
descongelamento. Entretanto foi observado uma aumento na resistência osmótica quando o sêmen foi tratado 
com AFPI nas concentrações de 0,1; 1 e 10 μg/ml. Portanto, a adição destas proteínas ao sêmen que será 
submetido a criopreservação, ainda apresentam resultados contraditórios. 
 

Conclusões e perspectivas futuras 
 

Apesar dos progressos no conhecimento das proteínas relacionadas à criopreservação, ainda 
encontramos resultados bastante contraditórios e por vezes, a ausência do conhecimento da forma de proteção 
conferida por determinadas proteínas. Entretanto, não resta dúvida que a modificação ou mesmo a perda de 
proteínas do plasma seminal e da superfície espermática parecem fazer parte do mecanismo da crioinjúria que 
levam a menor fertilidade do sêmen congelado. 

As perspectivas futuras parecem estar focadas na adição de proteínas relacionadas à alta congelabilidade 
ou fertilidade ao sêmen congelado, porém, para que os objetivos sejam alcançados, um longo caminho na 
purificação destas proteínas deve ser percorrido. 
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