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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o perfil cromatografico por gel filtragdo de proteinas do
plasma seminal de 16 touros jovens da raga Nelore e suas associagcdes com parametros
androldgicos, congelacdo do sémen e reagdo acrossomica induzida. As concentracdes de
proteinas totais no plasma seminal variaram de 3,18 a 52,7 mg/mL, com média de
26,8420,5 mg/mL. O perfil por gel filtracdo das proteinas do plasma seminal apresentou
oito diferentes fracdes. Os picos com maior quantidade de proteinas foram os picos com
peso molecular variando entre 640-240 kDa, 187-70 kDa e 12,4-4,7 kDa, além de estarem
presentes em mais de 80% dos touros avaliados. O pico com variacao entre 54,7-20,4 kDa
também apresentou boa propor¢do de proteinas e frequéncia de ocorréncia entre os touros
(81%), sendo segundo a literatura a faixa de maior interesse para exploragdo quanto a
proteinas associadas a fertilidade e/ou sucesso na criopreservacdo do sémen. A
concentracdo espermatica esteve mais associada ao pico de maior peso molecular (entre
187-70 kDa) e a motilidade e padrdo de recuperacdo espermdtica encontraram-se mais
proximos aos grupos de proteinas com peso molecular menor do que 10 kDa. J& o
resultado de reagdo acrossomica induzida (RAI) ndo demostrou associagdo com nenhum
grupo proteico. Conclui-se separacao dos grupos de proteinas do plasma seminal em
fungdo do seu peso molecular através de gel de superose 12 foi uma importante ferramenta
para andlise inicial do perfil proteico de touros Nelore, sendo recomendado seu uso como
procedimento inicial de quaisquer pesquisas cientificas que visem explorar o perfil
proteico do plasma seminal de touros.

Palavras-chave: Cromatografia, proteinas, reagdo acrossomica induzida, s€émen, Zebu.

ABTRACTS

Chromatographic profile of seminal proteins from 16 young Nelore bulls, and their
associations with andrologic parameters, semen freezing and induction acrossome
reactions were evaluated. Total seminal plasma protein concentrations ranged from 3.18 to
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52.7 mg/mL, average of 26.8+20.5 mg/mL. The seminal plasma protein profile by gel
filtration showed eight different fractions. The highest protein peaks were those with
molecular weight ranging from 640-240 kDa, 187-70 kDa to 12.4-4.7 kDa, and were
present in more than 80% of the bulls. The peak with a variation between 54.7-20.4 kDa
also presented a good protein proportion and frequency of occurrence among the bulls
(81%). According to the literature, this is the peak with most interest in exploration of
proteins associated with fertility and semen cryopreservation success. Sperm concentration
was more associated with the highest molecular weight peak (between 187-70 kDa) and
sperm motility and freezability were closer to protein groups with molecular weight less
than 10 kDa. The result of induced acrosome reaction (RAI) showed no association with
any protein groups. The separation of seminal plasma protein groups according to their
molecular weight by superose gel 12 was an important tool for the initial analysis of the
protein profile of Nellore bulls, and its use as an initial procedure for any scientific
research aiming at explore the protein profile of seminal plasma of bulls.

Key words: Chromatograph, proteins, seminal plasma, induced acrossome reaction, sperm,
Zebu.

INTRODUCAO

A existéncia de proteinas no plasma seminal e sua associagdo com 0s processos
biologicos ligados a fecundagdo ndo ¢ novidade na literatura. E certo que as proteinas do
plasma seminal tém amplo panorama de acdo fisiologica e bioquimica no sémen de
mamiferos e possuem parcela significante de responsabilidade sobre o sucesso de
fertilidade de touros (SUAREZ, 2015; DRUART e GRAAF, 2018).

Na década de 90 as pesquisas das proteinas no plasma seminal e ligadas a
membrana espermatica de touros e suas associagdes com a fertilidade e conlegacdo do
sémen ganharam grande repercussdo no meio cientifico (BELLIN et al., 1994; KILLIAN
et al., 1993; MANJUNATH et al., 1993). A partir desses estudos vislumbrou-se que a
caracterizagdo detalhada das proteinas do plasma seminal poderiam ser utilizada para
localizagdo e selecao de biomarcadores reprodutivos para alta fertilidade e congelabilidade
do sémen de touros (JOBIM et al., 2004; DALTON et al., 2012; KUMARESAN et al.,
2019; PARK et al., 2019).

A capacitacdo e reacao acrossomica sdao dois dos principais processo fisiologicos
amplamente descritos de preparacao dos espermatozoides como um pré-requisito para a
fecundacao (SENEDA et al.,, 2016; BERNECIC ef al, 2019). Sabe-se também da
existéncia de fatores “decapacitantes” que previnem a capacitacdo espermatica precoce e
que esses mecanismos passam por mudangas bioquimicas que envolvem o plasma seminal
(SUAREZ, 2015; RICKARD et al., 2019). Entretanto, para um melhor detalhamento dos
processos bioquimicos e fisioldgicos envolvidos com preparagao do espermatozoide para
fecundacao existe um longo caminho a percorrer, com diversos mecanismos ainda nao
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elucidados (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011; LI et al., 2016; DRUART ¢ GRAAF,
2018).

Analises mais completas do proteoma de touros Bos taurus indicus foram
publicadas por Rego et al. (2014) para touros Brahman e por Assumpgao et al. (2005) para
touros Nelore, utilizando espectrometria de massa (MALDI-ToF) e gel de eletroforese
bidimensional para identificar diversos biomarcadores descritos na literatura para sémen de
mamiferos que agem ativamente nos processo de maturagdo, protegdo, capacitacido e
fertilizagao.

O presente estudo teve por objetivo descrever os resultados da avaliacdo geral do
perfil de proteinas do plasma seminal em touros jovens da raga Nelore, bem como a busca
de possiveis associacdes desse perfil proteico do sémen com os parametros andrologicos,
de congelacao de sémen e reagdo acrossomica induzida (RAI).

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados os perfis proteicos em cromatografia de gel filtracdo do plasma
seminal de 16 touros jovens (2 anos) da raca Nelore. Utilizou-se dos procedimentos
bioquimicos de purificagdo e andalise de proteinas conforme descritos a seguir para
estabelecer o perfil cromatografico das amostras de proteinas do plasma seminal, bem com
suas possiveis correlagdes com os demais parametros andrologicos, de congelacao do
sémen e RAL

Os animais passaram por avaliacdes andrologicas de acordo com critérios do
CBRA (2013), incluido a avaliagdo de morfologia espermatica em microscopia de
contraste de fase (NASCIMENTO e SANTOS, 2010). Apds preparacdo de ldmina em
camera umida de uma aliquota do sémen diluida em solucdo formol salina tamponada,
foram contatos 200 espermatozoides em microscopia Optica de contraste de fase. Foram
calculados os percentuais das principais patologias espermadticas descritas na literatura,
classificadas em defeitos maiores e menores (MORANI et al., 2018).

Para a congelacdo do sémen foi realizada a coleta do sémen dos touros pelo
método de eletroejaculagdo. Apos a coleta eram realizadas as analises dos aspectos fisicos
do sémen (taxa de motilidade progressiva, turbilhonamento, vigor, aspecto, volume e
concentracdo espermatica) de acordo com as normas propostas pelo CBRA (2013) e
Morani et al. (2018).

O volume total de sémen coletado era entdo homogeneizado em um recipiente
unico em banho maria a 35 °C e diluindo em func¢do da concentragdo espermatica com
diluente Nagase e Niwa (1963) (11,0% de lactose, 6,0% de glicerina, 20% de gema de ovo
e Img/mL de estreptomicina e 1 x10° UI/mL de penicilina potassica), envasado em em
palhetes de 0,5 mL, identificados pelo nimero e data da coleta. Depois de 30 minutos de
equilibrio em temperatura ambiente era realizado o resfriamento e equilibrio por um
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periodo de oito horas a 5 °C. A congelacdo foi realizada apds a permanéncia dos palhetes
por 15 minutos em vapor de nitrogénio a -80 °C e posterior imersdo em nitrogénio liquido.
As amostras foram analisadas quanto a motilidade, vigor e viabilidade pos-congelagdo,
bem como calculado a taxa de recuperagao espermatica (HAFEZ, 2004), para avalia¢ao do
perfil de congelagao das amostras dos touros.

Coleta e armazenamento do sémen para analises

O sémen apos ser coletado pelo método de eletroejaculacdo foi imediatamente
resfriado e transferido, num periodo maximo de 10 minutos, para um laboratério de campo.
Para cada touro foi coletada uma aliquota de um ml de sémen para as analises. No
laboratério, a congelacdo da amostra foi efetuada em uma solugdo tampao (ST) (Tris base
40mM, CaCl, 2mM, Azida Soédica 0,01%, Pepstatina A 1M, PMSF ImM) com
inibidores de protease na proporcdo de 1:1, com posterior envasamento e congelacdo da
amostra em nitrogénio liquido (BELLIN et al., 1994).

Também foi realizado o teste de reacdo acrossdémica induzida por heparina com as
amostras de sémen congelado de cada um dos touros, conforme descrito por Feliciano
Silva (1998). As leituras foram feitas a 0:00, 4:00 e 4:15 h apds o inicio da incubagao, pelo
método de Azul Trypan / Giemsa, de acordo com Didion ef al. (1989).

Analises bioquimicas

O material apds descongelacgao foi diluido em ST (1:3) e centrifugado a 1200g por
15 minutos a 4 °C, para retirada do plasma seminal da amostra e separagdo dos
espermatozoides (BELLIN et al., 1994). Do plasma seminal foi retirada uma aliquota para
dosagem de proteinas totais (PT) segundo a metodologia de Lowry et al. (1951) e
imediatamente congelado em freezer para posterior processamento.

As amostras de proteinas do plasma seminal foram submetidas a uma coluna de
Superose-12, em sistema de FPLC (cromatografia liquida de performance rapida), para
verificacao das diferentes fracdes ou picos de proteinas presente no material analisado. As
areas dos picos, correspondente as representagdes graficas do total de proteinas presentes,
foram registradas pelo programa do FPLC e analisadas comparativamente entre touros.
Para verificagdo da estimativa dos pesos moleculares (PM) em cada pico ou fracdo distinta
de proteina, foi feita a calibragdo da coluna com seis diferentes proteinas de PM crescente.
De acordo com a regressdo logaritmica do valor do PM das proteinas em func¢ao do tempo
de retengao na coluna foi realizado o calculo aproximado dos PM das proteinas de cada
pico.

Analise Estatistica
Os resultados obtidos com as areas dos picos cromatograficos de gel filtracao
foram analisados de forma descritiva. As associa¢des entre os perfis proteicos (frequéncia
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das bandas de peso molecular e area dos picos cromatograficos) do sémen dos touros com
as avaliagdes reprodutivas (pardmetros andrologicos, taxa de recuperacao pds-congelagao e
reacdo acrossOmica induzida- RAI) foram avaliadas pelas correlagcdes simples entre os
dados e pelas analises multivariadas com calculos dos componentes principais (JUDEZ,
1989).

A andlise fatorial dos componentes principais foi utilizada devido ao fato do
estudo apresentar parametros quantitativos descritos pela literatura como passiveis de
agentes causativos. A aplicacdo deste método ¢ indicada para andlises feitas fora de um
plano experimental com balanceamento fatorial, ou seja, sem delineamento experimental e
grande nimero de respostas medidas (SAMPAIO, 1993). Define-se como componentes
principais, as combinacdes lineares, ou seja, fenomenos fisicos distintos, submetidos a
adicao de entidades matematicas analogas, multiplicadas por uma constante. As variaveis
ao serem inseridas em um mesmo plano matematico, tornam-se isentas das flutuacoes das
interpretagdes e da variacdo do movimento, apresentando-se de fato como sdo. Neste
processo de andlise, geralmente investigam-se sequencialmente os trés primeiros
componentes principais, que juntos devem somar em torno de 70% ou mais de inércia
(SAMPAIO, 1993).

As coordenadas das variaveis nos eixos sao coeficientes de correlagdo, que variam
de —1 a 1, sendo que cada eixo de componentes principais passa a ser identificado pelas
variaveis que possuem os coeficientes de correlagdo de maior valor numérico. Para a
montagem das figuras, foram selecionados os dois eixos de componentes principais com as
maiores variabilidades entre os valores positivos e negativos. Os resultados do terceiro
eixo, ndo representados na figura, podem ser observados nas respectivas tabelas dos
valores das coordenadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apenas a titulo de caracterizacdo da amostra, as médias e desvio padrao dos 16
animais avaliados foram de 403,0+£23,0 kg de peso corporal, 32,94+1,7 cm de circunferéncia
escrotal, 372,8+196,3 x10° sptz/mL de concentragio espermatica no ejaculado, 67,1+4,9 %
de motilidade progressiva pré-congelagao, 4,9+0,2 de vigor pré-congelacdo, 26,5+9,3% de
motilidade progressiva pos-congelagao, 4,4+0,7 vigor pds-congelagao.

Proteinas totais do plasma seminal

A concentracdo de proteinas totais no plasma seminal variou de 3,18 a 52,7
mg/mL, com média de 26,8+20,5 mg/mL. Esse resultado mostra a alta variabilidade da
quantidade de proteinas totais entre os touros jovens da raca Nelore.
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Estes resultados foram semelhantes aos relatados por Assun¢do et al. (2003) que
também trabalharam com touros jovens da raga Nelore. J& Roncoletta et al. (2006)
descreveu variabilidade e numeros ainda maiores para a concentragao de proteinas totais,
fato que pode ser justificado por estar trabalhando com touros adultos em regime de
confinamento em central de inseminagao.

A concentracao de proteinas totais do sémen nao esteve associada a nenhuma das
avaliagdes reprodutivas nos trabalhos de Assunc¢do et al. (2003) e Chacur et al. (2003),
porém divergindo de RONCOLETTA et al. (2006) que registraram associagdes com a
congelabilidade e a fertilidade do sémen.

Perfil por gel filtracio das proteinas do plasma seminal

Para analise do perfil por gel filtragdo de proteinas do plasma seminal, foram
avaliadas as areas dos picos cromatograficos, bem como calculadas as estimativas de pesos
moleculares de cada pico.

No plasma seminal dos touros examinados foram encontrados oito diferentes
picos na cromatografia de gel filtracdo em coluna de Superose-12, com a variacdo do
tempo de retencdo e estimativas de pesos moleculares para cada pico, como descrito na
Tab. 1. Estes resultados foram semelhantes aos descritos por Mann ¢ Mann (1981), que
observou que os tipos de proteinas estdo distribuidos em quatro a dez fragdes distintas, de
acordo com a variagao individual entre os touros.

Tabela 01: Variagao do tempo (minutos) de retengdo em coluna de Superose 12 e suas
estimativas de pesos moleculares, em oito picos cromatograficos identificados no plasma
seminal de touros Nelore.

. Maximo Minimo
Pico
¢ Temp | kDa Temp |kDa
0 0

1 15 640,00 19 240,00
2 20 187,00 24 70,00
3 25 54,70 29 20,40
4 31 12,40 35 4,70
5 37 2,85 40 1,36
6 42 - 44 -

7 48 - 49 -

8 51 - 52 -
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As estimativas dos pesos moleculares foram obtidas por regressdo linear entre
pesos moleculares conhecidos de seis proteinas aplicadas a coluna de gel filtragdo e seus
tempos de retengdo, com variacao de peso molecular entre 200 a 6,5 kDa. Os picos 6, 7 ¢ 8
na Tab. 0l apresentaram pesos moleculares estimados menores que 1 kDa, nao
apresentando, portanto, valores confiaveis para este tipo de analise bioquimica.

Apesar de alguns dos picos localizados na cromatografia do plasma seminal
estarem fora da faixa de abrangéncia da regressdo, bem como da faixa de separacao da
coluna, que ¢ de até 200 kDa, os mesmos foram incluidos na Tab. 01 para efeito de
comparagdo entre os touros, salientando-se que para estes picos as faixas de pesos
moleculares estimados ndo apresentam exatiddo numérica adequada. A Fig. 01 ilustra o
perfil padrdo de registro das areas das fragdes e picos da cromatografia de gel filtracao.
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Figura 01: Perfil padrao de picos cromatograficos de proteinas do plasma seminal de
touros jovens da raga Nelore, em gel filtragdo com coluna de Superose - 12.
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Para cada pico descrito foi observado alta variabilidade entre touros, tanto na
frequéncia, quanto nas suas respectivas areas cromatograficas, as quais estimam a
concentracdo das proteinas do plasma seminal contidas em cada pico. Na Tab. 02 sao
apresentadas as analises descritivas da variabilidade dos picos.

Observa-se que as maiores médias de areas foram registradas para os picos 1, 2 e
4, indicando que estes representam a maior parte de proteinas do plasma seminal, ou seja,
que a maioria das proteinas do plasma seminal se encontrava dentro destas faixas de pesos
moleculares.

Os picos 1, 4 e 6 foram os mais frequentes, estando presentes em 94% dos touros
avaliados. Os picos 2, 3 e 5 estiveram presentes em 81% dos touros e os picos 7 e 8 foram
detectados em apenas 56% dos animais.

Dentre os 16 touros avaliados, seis apresentavam todos os oito picos relacionados
na Tab. 01. A maioria deles (nove animais) apresentava mais de seis picos presentes do
total de oito localizados. Apenas trés animais apresentaram perfil cromatografico distinto
em relagdo aos demais, apresentando apenas quatro ou menos picos dentre os oito
identificados, com diferencas também em relacdo as médias de concentracdo de proteinas
totais no plasma seminal.

Tabela 02: Valores minimos, maximos ¢ médios das areas dos oito picos cromatograficos
identificados no plasma seminal de touros jovens da raga Nelore, e suas respectivas
frequéncias.

Area (cm?) e frequéncia dos picos cromatograficos

Picos Minimo Méiximo Média Desvlo Frequéncia N.
padrio (%)
1 0 406,48 155,87 108,09 15 (94%)
2 0 632,5 95,05 152,77 13 (81%)
3 0 202,1 50,86 53,97 13 (81%)
4 0 465,4 172,96 151,19 15 (94%)
5 0 85,06 25,76 22,27 13 (81%)
6 0 279.,2 65,84 63,60 15 (94%)
7 0 53,3 14,89 15,49 9 (56%)
8 0 39,36 9,8 12,22 9 (56%)

As areas de cada pico foram divididas pelo total de proteinas do plasma seminal do

touro, objetivando verificar a influéncia da quantidade de proteinas totais na magnitude de cada
pico. Observou-se que determinados picos (4 € 7) mantém maior dependéncia da quantidade de
proteinas totais em compara¢do com outros, o que foi demonstrado pelas correlagdes simples
entre os picos e as proteinas totais (Tab. 03). Diante disto, as andlises foram realizadas com as
areas totais dos graficos e ndo com a relacdo da area em funcao do total de proteinas.
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As correlagdes entre as respectivas areas de picos cromatograficos e alguns dos
parametros andrologicos, de congelacdo de sémen e a RAI sdo apresentados na Tab. 03.

Tabela 03: Correlagdes simples e graus de significadncia entre caracteristicas androldgicas,
proteinas totais e os oito picos cromatograficos identificados no plasma seminal de touros
Nelore.

P. Recup. Conc. Proteinas RAI

CE (%) SPTZ Totais (%)
, -0,33 0,17 0,45 0,26
Proteinas Totais 0,2059 0,9493 0,0766 ! 0,3262
, 0,17 0,20 0,37 0,73 0,22
Pico 1 0,5087 0,4576 0,1536 0,0012 0,3944
, 0,41 0,03 0,64 0,76 0,23
Pico 2 0,1145 0,9110 0,0065 0,0006 0,3815
, 0,24 0,13 0,40 0,83 0,07
Pico 3 0,3672 0,6248 0,1151 0,0001 0,7870
, 0,35 0,06 0,49 0,94 0,26
Pico 4 0,1752 0,8196 0,0533 0,0001 0,3253
, -0,33 0,27 0,33 0,60 0,28
Pico 5 0,2085 0,3082 0,2013 0,0136 00,2781
, 0,29 0,15 0,48 0,79 0,09
Pico 6 0,2644 0,5654 0,0559 0,0002 0,7367
, 0,37 -0,04 0,49 0,92 0,28
Pico 7 0,15 0,8829 0,053 0,0001 0,2770
, 0,49 0,29 0,21 0,80 0,39
Pico 8 0,0503 0,2662 0,4205 0,0002 0,1299
Obs: P. Recuperacdo = Padrdo de recuperagdo espermatica; CE = Circunferéncia escrotal;

Concentragdo Sptz = Concentragdo espermatica; RAI = Reacdo acrossdmica induzida.

A circunferéncia escrotal (CE) esteve correlacionada (p<0,05) somente com o pico 8 do
plasma seminal com valor negativo de — 0,49, ou seja, quanto maior a CE menores foram os
resultados do pico 8.

Observaram-se correlagdes de média magnitude entre a concentragdo espermatica e o
total de proteinas do plasma seminal e os picos 4, 6 ¢ 7, de 045, 0,49, 0,48, 0,49,
respectivamente. J4 a correlagdo entre a concentracdo espermdtica e o pico 2 foi de alta
magnitude (0,64) e significativa (p<0,05). Este fato sugere que estes picos de proteinas do
plasma seminal estariam mais ligados a ejaculagdo dos touros e nao a produgdo de plasma
seminal pelas glandulas acessodrias, ou seja, seriam constituidos de proteinas de origem testicular
e/ou epididimaria, como as descritas por Dacheux e Dacheux (2002).

As associacdes dos picos com os resultados das avaliacdes andrologicas, congelagdo de
sémen ¢ RAI foram avaliadas também por andlise multivariada com componentes principais,
observando-se a aproximag¢do dos dados em trés eixos de coordenadas. Na Tab. 04 sdo descritas
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as coordenadas dos trés eixos que foram usados para montar a Fig. 02, onde se pode identificar
as associacoes entre os resultados observados no universo de variaveis estudadas.

Tabela 04: Coordenadas das variaveis, circunferéncia escrotal, motilidade espermatica, padrao
de recuperagdo espermatica, concentragdo espermatica, RAI, proteinas totais (PT) e dos oito
picos cromatograficos (P1...P8), nos trés eixos principais (inércia de 74 %).

Variaveis Coordenadas dos componentes principais
Eixo 1 \ Eixo 2 | Eixo 3
Circunferéncia Escrotal -0,45 0,38 0,18
Motilidade espermatica -0,03 0,32 0,73
Padrao de recuperacao
espermatica 0,06 -0,67 0,53
Concentracio espermatica 0,53 0,68 0,01
RAI 0,30 -0,63 -0,57
PT 0,94 0,12 -0,14
P1 0,54 0,32 -0,54
P2 0,89 0,07 0,04
P3 0,90 0,01 0,22
P4 0,88 0,17 -0,19
P5 0,81 -0,25 0,39
P6 0,91 0,00 0,24
P7 0,96 0,03 0,06
P8 0,89 -0,31 -0,01

Observa-se no eixo 1 que as variaveis proteinas totais e os oito picos cromatograficos
obtiveram os maiores valores, sendo o eixo um identificado por estas varidveis. Ja o eixo dois
foi identificado principalmente pela RAI e padrao de recuperacdo espermatica pds-congelagcao
(P. Rec.). O eixo trés teve como valor principal a motilidade espermatica.

A Fig. 02 ilustra as variaveis da Tab. 04, onde as associagdes entre elas podem ser
visualizadas pela proximidade dos pontos nos eixos 2 e 3. Associando-se esta figura com os
valores do primeiro eixo (que foi o de maior inércia) vislumbra-se uma imagem tridimensional,
onde os valores mais préximos apresentam maiores associagdes.

Pela Fig. 02 observa-se forte aproximacdo entre os oito picos e deste com a
concentracdo total de proteinas do plasma seminal. As demais caracteristicas reprodutivas
avaliadas, contudo, apresentaram-se mais dispersas. A motilidade e padrao de recuperagao
espermatica encontraram-se mais proximos dos picos 5 e 8. Estes resultados concordam com
Silva et al. (2003) ao relatarem que as proteinas associadas a motilidade e viabilidade
espermaticas sdao as de menor peso molecular (abaixo de 10 kDa). Também houve tendéncia de
aproximacdo da concentragdo espermatica e circunferéncia escrotal com alguns picos do gel
filtragdo. Ja a RAI esteve bastante desassociada de todos os picos avaliados.
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Figura 02: Representagdo grafica das variaveis andrologicas e picos de proteinas do plasma
seminal nos eixos de coordenadas 2 e 3.

CONCLUSOES

O perfil cromatografico de proteinas do plasma seminal, em touros jovens da raga
Nelore mostraram alta variabilidade individual. O perfil proteico do plasma seminal em gel
filtracdo de Superose 12 esteve distribuido em 8 diferentes picos cromatograficos, ou seja,
diferentes grupos de peso molecular, porém na média, os picos com maior quantidade de
proteinas foram os picos 1 (entre 640 e 240 kDa), 2 (entre 187 e 70 kDa) e 4 (entre 12,4 ¢ 4,7
kDa). Entretanto, o pico 3 (peso molecular entre 54,7 e 20.4 kDa), também se descatou em
termos de propor¢do de proteinas e frequéncia de ocorréncia entre os touros. A concentracao
espermatica esteve associada ao pico 2 (proteinas entre 187 e 70 kDa). Ja a motilidade e padrao
de recuperagao espermatica poés-congelamento encontraram-se proximas aos grupos de proteinas
com peso molecular menor do que 10 kDa.

Conclui-se que a separagdo dos grupos de proteinas do plasma seminal em fun¢do do
seu peso molecular através de gel de superose 12 pode ser uma importante ferramenta para
andlise inicial do perfil proteico de touros Nelore, sendo recomendado seu uso como
procedimento inicial de quaisquer pesquisas cientificas que visem explorar o perfil proteico do
plasma seminal de touros.
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