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PERFIL PROTEICO E ANÁLISE DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA NO 

PLASMA SEMINAL DE CATETOS (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758) 

 

 SANTOS, E.A.A. Perfil proteico e análise da atividade enzimática no plasma 

seminal de catetos (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758). 2013. 126f. Dissertação 

(Mestrado em Ciência Animal: Produção e Reprodução Animal) – Universidade Federal 

Rural do Semi – Árido (UFERSA), Mossoró – RN, 2013. 

 

RESUMO –  Os principais mecanismos envolvidos na fertilidade do sêmen de machos 

incluem as alterações pós traducionais, bem como a atividade de algumas proteínas no 

plasma seminal. Além disso, algumas enzimas são importantes para proteger as células 

espermáticas contra os danos causados pelas espécies reativas ao oxigênio (ERO’s). As 

proteínas seminais podem ser avaliadas laboratorialmente com o intuito de obter 

informações adicionais acerca do potencial reprodutivo dos animais avaliados e assim 

os estudos moleculares no plasma seminal tornam-se importantes para desvendar quais 

os mecanismos ou quais moléculas são essências na conservação da qualidade seminal.  

Nesse sentido, dois estudos foram conduzidos com o intuito de descrever componentes 

importantes do plasma seminal de catetos (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758). Para 

tanto, inicialmente foram realizadas as análises seminais clássicas de motilidade, vigor, 

integridade funcional e estrutural da membrana, e a morfologia espermática, e assim 

observou-se que todos os animais estavam hígidos e sexualmente maduros. O primeiro 

experimento objetivou caracterizar as proteínas do plasma seminal dos catetos. Sendo 

assim, a proteômica do plasma seminal foi feita através de eletroforese bidimensional 

seguida da identificação por espectrofotometria de massa (LC – MS/MS), resultando na 

identificação de 93 spots no gel bidimensional, correspondentes a vinte e três diferentes 

proteínas e dentre elas, a PSP-1 foi encontrada em maior abundância. Esta proteína 

desempenha função de chaperona com outras proteínas que não possuem o dobramento 

apropriado, dessa forma, sua presença é essencial no plasma seminal.  O segundo 

experimento analisou a atividade das enzimas catalase, superóxido dismutase, guaiacol 

peroxidase e ascorbato peroxidase no plasma seminal. Com o auxílio de 

espectrofotometria, não foi detectado atividade de nenhuma das enzimas estudadas, 

concluindo assim que outros mecanismos compensatórios protegem a célula 

espermática dos ataques das ERO’s, como por exemplo, a presença significativa da 

glutationa peroxidase (GPx) encontrada no plasma seminal dos catetos. Ambos os 

estudos contribuíram para o aumento das informações acerca da fisiologia reprodutiva 

dos catetos, visando posteriormente o uso de biotécnicas reprodutivas nessa espécie. 

 

 

Palavras-Chave: Pecari tajacu, Análise proteômica, Bioquímica seminal, Estresse 

oxidativo. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

PROTEIN PROFILE AND ANALYSE OF ENZIMATIC ACTIVITY OF THE 

SEMINAL PLASMA OF COLLARED PECCARIES (Pecari tajacu LINNAEUS, 

1758) 

 

 SANTOS, E.A.A. Study of enzimatic activity and protein profile and analyse of 

enzimatic activity of the seminal plasma of collared peccaries (Pecari tajacu 

LINNAEUS, 1758) 2013. 126 f. Thesis (Master’s degree In Animal Science: Animal 

Production and Reproduction) - Universidade Federal Rural do Semi-Árido (UFERSA), 

Mossoró – RN, 2013. 

 

ABSTRACT – The main mechanisms involved in fertility of male include post-

translational modifications as well as the presence or absence of certain proteins in 

seminal plasma. Furthermore, some enzymes are important to protect the sperm cells 

against damage caused by reactive oxygen species (ROS). The seminal proteins can be 

evaluated by laboratory for additional information about the reproductive potential of 

animals evaluated. Thus, the molecular studies of seminal plasma are important to 

uncover the mechanisms and molecules which are essential for the conservation of 

semen quality. Therefore, two studies were directed to describe important components 

of seminal plasma of peccaries (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758). Initially, we 

conducted the classic seminal analysis of motility, vigor, functional and structural 

integrity of the sperm membrane and sperm morphology. As a result, we verified that 

all animals were healthy and sexually mature. The first study aimed to define the 

seminal plasma proteins, then proteomics seminal plasma was evaluated by two-

dimensional electrophoresis and proteins were identified by mass spectrometry (LC - 

MS / MS). As a result, we identified 93 spots on bidimensional gel, corresponding to 23 

different proteins, from which the PSP-1 was found in abundance. This protein plays a 

role of chaperone for other proteins incorrectly folded and it is essential in seminal 

plasma. The second study verified the existence of activity of catalase, superoxide 

dismutase, guaiacol peroxidase and ascorbate peroxidase in seminal plasma. The 

enzyme activity was analyzed by the spectrophotometry. As a result, no activity was 

detected for any enzyme. It is suggestive that other compensatory mechanisms protect 

the cells against ROS, for example, the significant presence of glutathione peroxidase 

(GPx) founded in the seminal plasma of peccaries. Both studies contributed for the 

increasing the information about the reproductive physiology of the peccaries and then 

the use of reproductive biotechnologies in this species.   

 

 

Key Words: Pecari tajacu, Proteomic analysis, Seminal biochemistry, Oxidative stress. 
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1. CAPÍTULO 1 - CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

 

1.1 INTRODUÇÃO 

 

 

Tem-se observado um crescente interesse pela criação de catetos (Pecari tajacu) 

em cativeiro, haja vista a possibilidade de comercialização de sua carne e pele no 

mercado internacional, bem como da venda de animais machos e fêmeas para servirem 

como reprodutores em criatórios comerciais (RAMOS et al., 2009). Na tentativa de 

abranger a demanda por produtos derivados de animais silvestres no Brasil, já existem 

criatórios legalizados junto ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos 

Renováveis (IBAMA) e, no nordeste, 17% destes são de catetos e queixadas (ROCHA, 

2006). Em adição, as populações indígenas e rurais ainda criam os catetos para 

subsistência, pois sua carne é uma rica fonte de proteína animal (SANTOS, 2002). Por 

outro lado, a caça predatória ainda persiste apesar da existência de leis proibitivas, e a 

população dessa espécie vem sendo reduzida de forma drástica em algumas regiões 

(ICMBIO, 2012). Por esses motivos, o incentivo à reprodução destes animais em 

cativeiro se torna um procedimento de importância econômica, como também 

ecológica, com o intuito de prevenir a possível degradação da espécie. No entanto, o 

aperfeiçoamento das técnicas de manejo reprodutivo depende, de sobremaneira, de um 

maior conhecimento acerca da fisiologia reprodutiva da espécie.  

A maioria dos seres vivos possui, no sêmen, um eficiente sistema de proteção 

aos espermatozoides capaz de neutralizar os efeitos maléficos ocasionados pelas 

espécies reativas ao oxigênio (ERO's). Estas são produzidas pelas membranas 

espermáticas durante o metabolismo do oxigênio e da oxidação de lipídios, bem como 

durante a ativação dos neutrófilos (BAUMBER et al., 2002). O estresse oxidativo afeta 

tanto a fecundação natural como a reprodução assistida. Assim, compreender a 

produção das ROS e como estas afetam diversas funções torna-se bastante importante, 

sendo necessário desenvolver estratégias que ajudem a reduzir o estresse oxidativo nos 

laboratórios de fertilização in vitro (AGARWAL et al., 2008). Além disso, a 

identificação desses sistemas é importante para ter informações que auxiliem no 

aprimoramento das biotécnicas, e entender processos fisiológicos (O’FLAHERTY et 

al., 1999). 
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Dentre os processos fisiológicos que ocorrem nas células, sabe-se que algumas 

proteínas presentes no plasma seminal se ligam à membrana espermática, durante a 

ejaculação, e podem ser determinantes da fertilidade do animal (SOUZA, 2007). A 

descrição destas proteínas tem sido realizada em diversas espécies como humanos 

(AYYAGARI et al., 1987), equinos (AMANN et al., 1987), bovinos (KILLIAN et al., 

1993) caninos (SOUZA et al., 2007), ovinos (SILVA et al., 2009) e felinos 

(ZAMBELLI et al., 2010). 

As espécies silvestres, em especial os catetos, têm sido ainda pouco estudadas 

quanto à caracterização dos componentes do plasma seminal. A identificação das 

proteínas presentes no plasma seminal poderá auxiliar no entendimento de alguns 

processos que ocorrem na reprodução dessa espécie e assim, auxiliar na melhoria do 

manejo reprodutivo dos catetos cativos. Assim, o trabalho objetivou identificar as 

proteínas e descrever a atividade das enzimas presentes no plasma seminal de catetos. 
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1.2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.2.1 O cateto (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758) 

 

1.2.1.1 Aspectos ecológicos: 

 

 

Conhecido por vários nomes (cateto, caititu ou porco-do-mato), o Pecari tajacu 

é uma espécie exclusiva das Américas, que habita desde o sul dos Estados Unidos até o 

norte da Argentina, estando presente em praticamente todos os biomas. Geralmente 

ocupa habitats diversos como os semidesérticos, savanas, florestas tropicais e florestas 

de altitude. Os catetos vivem em grupos, são onívoros, alimentando-se de raízes e 

folhas, e complementam sua dieta com pequenos invertebrados (BODMER e SOWLS, 

1996). Apresentam uma glândula de cheiro na região dorsal próximo à cauda, a qual 

secreta um líquido esbranquiçado e com odor forte (SOWLS, 1984). Eles 

frequentemente esfregam o focinho nas glândulas de seus congêneres e isso propõe 

papel no reconhecimento individual e movimento do bando (WALLACH e BOEVER, 

1983) (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Exemplar de cateto (Pecari tajacu LINNAEUS 1758) adulto.  

Fonte: www.sciencephoto.com 

 

Esta espécie desempenha uma importante função ecológica no equilíbrio e na 

composição de cadeias alimentares, contribuindo substancialmente para a manutenção 
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de seus predadores, os grandes felinos (GARLA, 1998). Embora não sejam 

considerados essencialmente dispersores, podem disseminar algumas espécies vegetais 

pelas fezes (FONTANA et al., 2003). Assim, estes animais podem atuar na dinâmica 

das populações vegetais em função da nutrição. Deste modo, o decréscimo 

populacional, com possibilidade de extinção local dos porcos-do-mato, poderia 

interferir profundamente na biodiversidade local, uma vez que a presença destes animais 

garante a existência de outras espécies (FONSECA et al., 1994).  

Segundo a União Internacional para a Conservação da Natureza (IUCN), a 

população mundial desta espécie é considerada estável (IUCN, 2013). Recentemente, 

um levantamento realizado pelo Instituto Chico Mendes de Biologia (ICMBIO) 

demonstrou que no Brasil, a espécie ocupa um status de menor preocupação em termos 

de um possível risco de extinção em praticamente todos os biomas, com exceção da 

Mata Atlântica, no qual a espécie é considerada quase ameaçada (DESBIEZ et al., 

2012). Apesar da população de animais ainda ser grande, esta enfrenta grandes 

problemas relacionados à caça predatória e a fragmentação e redução de seu habitat 

natural (DESBIEZ et al., 2012). No intuito de diminuir a caça predatória e também 

fornecer uma fonte de proteína para a população, muitos criatórios têm sido implantados 

com a autorização do IBAMA. Ainda, a criação de cateto em cativeiro pode se tornar 

uma alternativa para o aproveitamento de áreas improdutivas de propriedades rurais, 

dada a sua fácil adaptação ao ambiente (NOGUEIRA-FILHO et al., 1999) e para tanto, 

faz-se necessária a aplicação de programas de reprodução em cativeiro e técnicas de 

reprodução assistida como formas de garantir a conservação do material genético dessa 

espécie (SANTOS et al., 2004).   

 

2.1.1.2 Aspectos reprodutivos 

 

 

Nas criações em cativeiro, é possível relatar o comportamento reprodutivo dessa 

espécie. A puberdade ocorre entre 11 e 12 meses de idade, nos machos (GUIMARÃES 

et al., 2013), sendo que um macho pode acasalar com três fêmeas, em média 

(OLIVEIRA et al., 2001), durante todas as épocas do ano. Normalmente, nascem de 2 a 

3 filhotes em cada gestação (SOWLS, 1984). 

O dimorfismo sexual nessa espécie praticamente não existe, só sendo possível 

distinguir os sexos pela observação, a curta distância, do escroto nos machos (SOWLS, 
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1984). Os catetos possuem bolsa escrotal localizada entre a região inguinal e perineal, a 

qual apresenta alguns pelos finos e curtos. Os testículos são órgãos simétricos, que se 

encontram envoltos por uma fáscia fibrosa, extremamente resistente, apresentando 

forma oval, com duas margens e duas extremidades, e são achatados em sentido látero-

lateral. A margem livre dos testículos volta-se lateralmente, enquanto a epididimária 

mantém relações com o epidídimo medialmente (SONNER et al., 2004).  

 Em catetos, o ciclo espermatogênico e o processo inteiro da espermatogênese 

(com base em 4,5 ciclos) apresentam duração aproximada de 12,3 ± 0,2 e 55,1 ± 0,7 

dias, respectivamente. O peso testicular médio é de 23,7 ± 1,8 g, sendo que as células de 

Leydig ocupam 12,8 ± 1,8% do parênquima testicular. Sua produção diária é de, 

aproximadamente, 23,4 ± 2 x 10
6
 espermatozoides por grama de testículo, semelhante à 

de suínos domésticos e selvagens (COSTA et al., 2010). Em adição, sabe-se que a 

biometria testicular e o perímetro escrotal não são bons indicadores da produção 

espermática nesta espécie, haja vista não existirem relações entre esta e os parâmetros 

seminais (PEIXOTO et al., 2012). 

 Muitos estudos são realizados a fim de aperfeiçoar as biotecnologias aplicadas 

ao sêmen de catetos, cuja coleta deve ser realizada por eletroejaculação. Devido ao 

comportamento agressivo dessa espécie, bem como a necessidade de obtenção de sêmen 

do animal ainda vivo, este deve estar anestesiado (HELLGREEN et al., 1989; COSTA e 

PAULA, 2005; SOUZA et al., 2009; GARCIA et al., 2012).  

Fazendo-se uso da conservação de sêmen nesta espécie por congelação, pode-se 

recuperar até 48,3% de espermatozoides móveis pós-descongelação no uso de diluente à 

base de água de coco em pó (ACP
®
), acrescido de 20% de gema de ovo com 3% de 

glicerol (SILVA et al., 2012a). Para tanto, sugere-se o uso de uma palheta de 0,5 mL, 

submetida a descongelação a 37ºC/1 min (SILVA et al., 2012b). Embora o protocolo de 

congelação espermática esteja em franca evolução, tem-se observado uma variabilidade 

individual quanto a resposta dos animais relativa as amostras após a descongelação, 

onde observam-se animais com sêmen de alta e baixa congelabilidade indistintamente 

(SILVA, 2011). 

 No que diz respeito aos animais já abatidos, ou mortos por causas diversas, foi 

demonstrado que é possível conservar seu material genético através da obtenção dos 

espermatozoides da cauda epididimária utilizando-se soluções à base de Tris e 

recuperando-os por lavagem retrógrada ou pela técnica de fatiamento e flutuação 

(BEZERRA et al., 2011).  
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1.2.2 Avaliação seminal 

 

1.2.2.1 Avaliação clássica 

 

 

 No Brasil, a avaliação da qualidade do sêmen é realizada com testes laboratoriais 

preconizados pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (MANUAL..., 1998), 

fixando-se na análise da motilidade, vigor, concentração e morfologia espermáticas 

assim como a porcentagem de espermatozoides estruturalmente viáveis. Na tabela 1, 

estão ilustrados os valores de referência para os parâmetros seminais dos catetos, 

estabelecidos através da avaliação de 52 ejaculados, representando o mais amplo estudo 

já realizado na espécie (PEIXOTO et al., 2012). 

 

Tabela 1 Média ± desvio padrão das características seminais de catetos adultos 

coletados por eletroejaculação (n=52 ejaculados) 

 

 Média Desvio padrão 

Motilidade (%) 85,1 10,7 

Vigor (1-5) 4,2 0,9 

Concentração espermática (x10
9
/ml) 80,0 70,0 

Morfologia normal (%) 79,9 12,8 

Viabilidade (%) 86,3 13,3 

Integridade funcional de membrana (%) 76,9 13,2 

Fonte: PEIXOTO et al., 2012 (adaptado). 

 

 Além das análises clássicas, outras formas de avaliação têm sido utilizadas para 

o sêmen de catetos. Com o intuito de reduzir a subjetividade dos resultados de 

motilidade e vigor espermático, análises objetivas foram realizadas com o auxílio do 

Computer-assisted Sperm Analysis (CASA) em amostras de sêmen descongelado 

(CASTELO et al., 2010; SILVA et al., 2012). Além disso, recentemente, foi 

demonstrada a utilização das sondas fluorescentes diacetato de carboxifluoresceína e 

iodeto de propídio para a análise da membrana espermática em amostras de sêmen 

criopreservado, nas quais observou-se uma variação entre 25,8 – 34,1% de células 

íntegras, de acordo com o diluente utilizado (SILVA et al., 2012). As avaliações 
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morfológicas e morfométricas dessas células também foram realizadas e pode-se 

observar que a cabeça do espermatozoide de catetos é levemente alongada. Para estas 

análises foi utilizado esfregaços corados com Rosa de Bengala, o qual foi considerado o 

melhor corante para analisar a morfologia dos mesmos (SOUSA et al., 2013). 

 Conforme observado, embora existam muitos estudos direcionados aos 

espermatozoides de catetos, existe ainda uma carência de informações relacionadas ao 

seu plasma seminal. 

 

 

1.2.2.2 Avaliação proteômica 

 

 

 As proteínas do sêmen podem ser analisadas por eletroforese bidimensional, a 

qual as separa pelo seu ponto isoelétrico e pela sua massa. Dessa forma, esse método 

possui a vantagem de separar proteínas com uma alta resolução, facilitando a 

identificação de potenciais marcadores ligados à fertilidade e congelabilidade de sêmen 

em machos de diferentes espécies, como suínos (STRZEŻEK et al., 2002; CORCINI et 

al., 2012), bovinos (WOLFE et al., 1993; RONCOLETTA, 1999; JOBIM et al., 2004), 

equinos (FRAZER e BUCCI, 1996; BRANDON et al., 1999), caprinos (SANTOS, 

2005), caninos (SOUZA, 2007), bubalinos (ASADPOUR et al., 2007) e humanos 

(AUTIERO et al., 1991). 

 Estudos na espécie suína, a filogeneticamente mais próxima dos catetos 

(BENIRSCHKE et al., 1985), iniciaram com a observação de que a frequência de uma 

proteína de 70 kDa aumentava durante o inverno, em comparação com o verão, fato que 

provavelmente concede ao ejaculado uma maior capacidade de suportar o processo de 

resfriamento ou congelação (HUANG et al., 2000). Além disso, durante o verão, as 

características de motilidade, morfologia normal e integridade do acrossoma são 

reduzidas, o que seria influenciado pela redução no conteúdo total de proteínas no 

plasma seminal (MURASE et al., 2007). Além disso, duas espermadesinas (PSPs), com 

26 kDa (pI 6,2) e 55 kDa (pI 4,5), foram descritas como potenciais marcadores para 

fertilidade em suínos, pois sua presença estaria associada com maiores taxas de parição 

e tamanho total da leitegada (FLOWERS, 2001). Mais adiante, a proteína de 26 kDa foi 

relacionada com menor integridade de membrana plasmática de espermatozoides suínos 

pós descongelação (BIANCHI et al., 2008). 
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 Ao estudarem machos suínos com diferentes graus de congelabilidade de sêmen, 

HERNÁNDEZ et al. (2007) descrevem que os machos com alta congelabilidade 

apresentavam plasma seminal com menor quantidade das proteínas PSP-1 e AWN2. 

Ainda, a congelabilidade do sêmen também pode estar associada à presença da proteína 

PSP-2 em baixas concentrações (1,5 mg/mL), que seria associada com preservação da 

motilidade, integridade de membrana plasmática e ação da mitocôndria (CENTURIÓN 

et al., 2003). 

 As proteínas que auxiliam na manutenção da motilidade e integridade de 

membrana plasmática foram classificadas como espermadesinas, representando 

aproximadamente 50% do conteúdo proteico do plasma seminal de suínos e 

desempenhando funções relacionadas com a capacitação espermática, auxiliando a 

interação entre espermatozóide e oócito (SANZ et al., 1992; CALVETE et al., 1993; 

EKHLASI-HUNDRIESER et al., 2005; CABALLERO et al., 2006). A PSP-2 é 

importante para o processo de fertilização, pois previne a ocorrência prematura da 

reação acrossômica e de modificações na membrana espermática, além de facilitar a 

ligação com o oócito (CABALLERO et al., 2006). 

 Não é conhecido quais proteínas estão presentes no plasma seminal de catetos, 

tampouco quais as suas funções. Dessa forma, esse estudo pretende descrevê-las no 

intuito de fomentar a aquisição de informações acerca da fisiologia reprodutiva da 

espécie e, futuramente, buscar o desenvolvimento de novas biotécnicas que possam 

auxiliar na reprodução dos catetos. 

  

 

1.2.2.3 Avaliação enzimática 

 

 - Estresse Oxidativo 

 

 O sêmen é formado pelas células espermáticas e uma porção líquida denominada 

plasma seminal. Este é rico em enzimas e proteínas, as quais são produzidas no 

epidídimo e nas glândulas acessórias, embora algumas também sejam produzidas pelos 

próprios espermatozoides (JANÁKOVÁ e TICHÁ, 2004). Naturalmente, através da 

respiração da própria célula espermática, ocorrem processos que desencadeiam a 

formação de moléculas denominadas espécies reativas ao oxigênio (ERO's), que podem 

causar a oxidação das membranas celulares (VALENÇA et al., 2007). 
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 O ataque oxidativo aos componentes essenciais das células pelas ERO's é um 

mecanismo comum e geralmente reconhecido como relevante na patogenia de muitas 

doenças humanas como a aterosclerose, doenças cardiovasculares, diabetes e doença 

reumática inflamatória. O aumento do estresse oxidativo em vários fluidos corpóreos ou 

células tem sido observado nessas situações e assim, essas modificações podem ser 

denominadas como marcadores de processos patológicos (YAGI, 1987). Obviamente, 

as células espermáticas não fogem desse contexto e diversos pesquisadores analisam 

este processo, bem como as diversas formas de prevenção dos danos por eles causados. 

Apesar de o estresse oxidativo ter sido relatado como um fator importante na indução da 

função espermática há quase 70 anos (MAC LEOD, 1943), somente nos últimos 20 

anos é que tem ganhado maior importância. 

 O organismo produz naturalmente radicais livres e outras espécies reativas 

oriundas do oxigênio decorrente do próprio metabolismo, como subprodutos da 

respiração e da síntese de estruturas mais complexas (AGARWAL et al., 2004). 

Quimicamente, os metabólitos do oxigênio são substâncias que apresentam número 

ímpar de elétrons, as quais são, portanto, altamente energéticas e instáveis, podendo ser 

formadas pela ação direta de alguma fonte de energia externa (luz, calor e radiação), ou 

interna (próprio metabolismo) de reações catalisadas por metais (ferro e cobre) ou 

enzimas. Essa energia, ao atingir o átomo, induz a que um elétron seja removido do seu  

orbital, formando novo átomo contendo um elétron extra, recebendo a classificação de 

ERO's, as quais, para se tornarem novamente estáveis, precisam liberar essa energia 

acumulada (KEFER et al., 2009). 

 As ERO's representam uma categoria de moléculas as quais incluem os radicais 

livres (íon hidroxil, superóxido, peroxil, entre outros), os não radicais (ozônio, peróxido 

de hidrogênio) e os derivados do oxigênio (AGARWAL e PRABAKARAN, 2005). 

Espécies reativas de nitrogênio (óxido nítrico, íon nitroxil, peróxido de nitrito, entre 

outros) são consideradas radicais livres de nitrogênio e são subclasse das ERO’s 

(SIKKA, 2001). Todas essas moléculas podem causar injúria oxidativa em membranas 

lipídicas, proteínas transmembrana e carboidratos, danificando ácidos nucleicos e 

despolimerizando ácidos hialurônicos (OCHSENDORF, 1999). 

  Em níveis normais, as ERO’s são essenciais para alguns processos fisiológicos 

como a sinalização e controle do crescimento celular, ataque de patógenos invasores, 

síntese enzimática de processos bioativos pelas ciclo-oxigenases, lipoxigenases e pelo 

nucleotídeo redutase (formação de desoxirribonucleotídeos a partir de ribonucleotídeo), 
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e detoxificação de substâncias estranhas. Há ainda a menção de que a capacitação é 

parte de um processo oxidativo (DE LAMIRANDE e O’FLAHERTY, 2008), pois 

quantidades controladas do ânion superóxido (O2
-
) são necessárias para a ocorrência dos 

processos de hiperativação/capacitação e que o peróxido de hidrogênio (H2O2) participa 

como indutor da reação acrossomal no espermatozoide bovino (KOTHARI, 2010). 

Porém, quando ocorre desequilíbrio de sua produção ou quando há diminuição da 

capacidade antioxidante da célula, distúrbios celulares e metabólicos ocorrerão de 

diversas maneiras (AGARWAL et al., 2004). 

 Os ácidos graxos insaturados presentes em abundância nas membranas celulares 

(ZALATA e DEPUYDT, 1998) podem ser atacados quimicamente pelas ERO’s, 

provocando reação propagadora de auto-oxidação, ou seja, efeito cascata na formação 

de novos metabólitos oxidantes (SHARMA e AGARWAL, 1996; ARAÚJO, 2001). Isso 

é agravado pelo fato do citoplasma espermático conter baixas concentrações de enzimas 

antioxidantes (SHARMA e AGARWAL, 1996) e também devido às enzimas 

intracelulares não poderem proteger a membrana plasmática que envolve o acrossoma e 

a cauda, tornando a proteção bastante dependente do plasma seminal (IWASAKI e 

GAGNON, 1992).  

 Além das ERO’s serem produzidos durante o metabolismo oxidativo e seu 

aumento ocorrer na presença de células anormais ou danificadas (ALMEIDA, 2006), 

têm-se também o aumento em até cinco vezes na produção de ERO’s após 

descongelação na espécie equina (BALL et al., 2001) e um aumento significativo na 

espécie suína (KAEOKET et al., 2008) e bovina (CHANTTERJEE e GAGNON, 2001). 

A produção de ERO’s em excesso parece estar envolvida com os danos causados à 

membrana plasmática e ao DNA dos espermatozoides (OCHSENDORF, 1999; 

CHATTERJEE e GAGNON, 2001) em condições hipotérmicas de estocagem 

(MAXWELL e WATSON, 1996), resultando em perda da motilidade espermática e 

indução de apoptoses, devido à lipoperoxidação (SHARMA e AGARWAL, 1996; 

BUCAK et al., 2010a, b). 

 

 - Enzimas 

 

 A maioria dos seres vivos possui um eficiente sistema de proteção capaz de 

neutralizar os efeitos maléficos ocasionados pelas ERO’s formadas durante o 

metabolismo do oxigênio e da oxidação de lipídios. Diversas enzimas antioxidantes 
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estão envolvidas nesse mecanismo: a superóxido dismutase remove o radical 

superóxido, convertendo-o em peróxido de hidrogênio; a catalase destrói o peróxido de 

hidrogênio, convertendo-o em água e oxigênio; a glutationa peroxidase é a mais 

importante na remoção de peróxido das células. Outros antioxidantes, como α-tocoferol 

(vitamina E) e ácido ascórbico (vitamina C), participam desse sistema bloqueando a 

ação das ERO’s envolvidas na oxigenização de ácidos graxos poli-insaturados e, 

consequentemente, na formação de peróxidos (ARAÚJO, 2001; AGARWAL et al., 

2004).  

 Esses antioxidantes são classificados em sistemas enzimáticos e não 

enzimáticos. O sistema enzimático compreende enzimas como a superóxido dismutase, 

a glutationa redutase, glutationa peroxidase e catalase (VALENÇA e GUERRA, 2007). 

Os não enzimáticos incluem a glutationa reduzida (GSH), o urato, o ácido ascórbico, a 

vitamina E, a taurina, a hipotaurina, os carotenóides e ubiquinonas (Coenzima Q), ácido 

úrico e ácido lipóico (NORDBERG e ARNÉR, 2001). Esses sistemas podem atuar em 

duas direções: removendo o agente oxidante antes que ele ocasione lesão celular 

(glutationa reduzida – GSH; superóxido dismutase – SOD; catalase; glutationa 

peroxidase – GPx e a vitamina E), ou ainda como agente reparador da lesão já ocorrida 

(ácido ascórbico; glutationa redutase – GR e glutationa peroxidase – GPx). Em sua 

maioria, estes elementos antioxidantes encontram-se no meio intracelular, excluindo-se 

apenas a vitamina E, que também é constituinte estrutural da membrana espermática 

(FERREIRA e MATSUBARA, 1997). 

 A avaliação da atividade dessas enzimas é importante no sentido descritivo, bem 

como para entender seu comportamento e atuação no sêmen das diversas espécies. A 

presença, como também, a atividade enzimática no plasma seminal tem sido descrita em 

suínos (KOZIOROWSKA-GILUN et al., 2011), bubalinos (ALAVI-SHOUSHTARI et 

al., 2009; EGHBALI et al., 2008), perdizes (GÓES, 2008), ovinos (MARTI et al., 

2007), equinos (KANKOFER et al., 2005), caninos (CASSANI et al., 2005) e humanos 

(SANOCKA et al., 1996). Em catetos, no entanto, a atividade enzimática no plasma 

seminal permanece desconhecida. 

 

  



 

29 

 

1.2.3  Justificativa 

 

 

 O incremento de biotécnicas ligadas ao sêmen associado à uma alternativa na 

identificação de bons reprodutores dependem de fatores ligados à avaliação da fisiologia 

seminal. A inserção da avaliação proteica e minunciosa no rebanho de catetos 

beneficiariam os pesquisadores que tentam reproduzir e aumentar o número de animais 

em áreas nas quais a exploração desenfreada causa redução brusca da espécie no seu 

habitat natural, haja vista que, recentemente, o Instituto Chico Mendes de 

Biodiversidade – ICMBIO classificou os catetos como quase ameaçados de extinção em 

seus habitats naturais nos biomas Caatinga e Mata Atlântica. 

 A exploração consciente de catetos hoje já é uma realidade. Assim, a criação 

comercial com alta lucratividade é o desejo da maioria dos produtores, no entanto, sabe-

se que para alcançar essa meta é interessante um vasto conhecimento da fisiologia 

reprodutiva destes animais. Assim, informações acerca da fisiologia básica é de extrema 

importância, visto que nem todos os aspectos reprodutivos desta espécie estão 

elucidados.  
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1.2.4 Hipóteses científicas 

 

 

I. O plasma seminal de catetos apresenta ação enzimática e constituição 

proteica semelhante a encontrada em outras espécies mamíferas,  

 

II. As proteínas no plasma seminal de catetos podem estar relacionadas com a 

fertilidade. 
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1.2.5 Objetivos 

 

1.2.5.1 Gerais  

 

 

 Analizar o perfil proteico e a atividade enzimática do plasma seminal de catetos 

(Pecari tajacu).  

 

1.2.5.2 Específicos 

 

 

 - Caracterizar o perfil proteico do plasma seminal de catetos; 

 

 - Descrever a atividade das enzimas catalase, superóxido dismutase, guaiacol 

peroxidase e ascorbato peroxidase no plasma seminal de catetos. 
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PERFIL PROTEICO DO PLASMA SEMINAL DE CATETOS (Pecari tajacu 

LINNAEUS, 1758) 

 

2.1 RESUMO 

  

A compreensão das bases fisiológicas da reprodução é essencial para alcançarmos um 

aumento na produtividade de catetos. Nesse sentido, foram caracterizadas as principais 

proteínas do plasma seminal de nove catetos adultos e reprodutivamente maduros. Para 

tanto, foi utilizada a eletroforese bidimensional; os géis resultantes foram coloridos com 

o corante Coomassie blue, os mapas polipeptídicos foram analisados com o software 

PDQuest (Bio Rad, EUA) e as proteínas identificadas por espectrometria de massa em 

tandem (LC-MS/MS). Identificaram-se 93 spots nos géis 2-D, o que corresponderam a 

23 proteínas. Tais spots representam as principais proteínas expressas no plasma 

seminal de catetos, pois suas intensidades são equivalentes a 83,6% da intensidade de 

todos os spots representados no gel principal e 94,5% de todos os spots detectados em 

cada mapa proteico. As proteínas PSP1, clusterina e bodesina 2 foram encontradas em 

maior abundância, equivalendo a 20,9%, 19,8% e 10,2% respectivamente, da 

intensidade total de spots válidos nos géis. Além disso, a intensidade de um spot da 

clusterina teve associação negativa (r = -0,87; p<0,05) com a porcentagem de 

espermatozoides que possuíam membrana funcional. Observou-se também um padrão 

polimórfico no mapa, onde várias proteínas foram expressas em isoformas, como a 

clusterina (27 spots), glutationa peroxidase (12 spots), entre outros. Assim, este trabalho 

é o primeiro a descrever as principais proteínas do plasma seminal de catetos. 
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2.2 INTRODUÇÃO 

 

 

 Durante décadas, populações humanas usaram a vida selvagem como uma fonte 

de proteína animal e apesar da existência de leis proibitivas, a caça predatória ainda 

ocorre em todo o mundo e isso tem sido um grande problema em algumas áreas onde os 

animais silvestres residem, porém foram povoadas. Para superar parcialmente tal 

situação, a adaptação de espécies silvestres ao cativeiro tem sido mostrada como uma 

solução promissora e o cateto (Pecari tajacu Linnaeus 1758) é um exemplo claro de 

sucesso. O cateto é uma espécie que apresenta potencial para a exploração comercial, 

como a produção de carne e couro, bem como a comercialização de machos e fêmeas 

para a reprodução (RAMOS et al., 2009). No entanto, o entendimento da fisiologia 

reprodutiva básica é essencial para atingir aumentos na sua produtividade. 

 Proteínas do plasma seminal são oriundas do epidídimo e glândulas sexuais, 

acessórias, embora algumas também possam ser produzidas pelas células espermáticas 

(JUYENA e STELLETTA, 2012). No epidídimo, tais proteínas interagem com o 

espermatozoide, mediando sua maturação e protegendo-os durante o armazenamento na 

cauda (MOURA et al., 2010). Além disso, durante a ejaculação, várias proteínas 

seminais se ligam à superfície do espermatozoide para exercer diferentes funções, tais 

como a remodelação da membrana, a proteção destas células contra as espécies reativas 

de oxigênio e do ataque do sistema imunológico, a capacitação, a interação com células 

epiteliais do oviduto, reação acrossomal, fertilização, entre outros eventos (MOURA et 

al., 2007, RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2011). Assim, a caracterização de proteínas 

presentes no plasma seminal pode fornecer informações essenciais para a identificação 

de moléculas determinantes da fertilidade. Estudos sobre proteínas seminais foram 

realizados em várias espécies, tais como touros Holandeses (KELLY et al., 2006), 

búfalos (HARSHAN et al., 2006), suínos (NOVAK et al., 2010a), garanhões (NOVAK 

et al., 2010b), cães (SOUZA et al. 2007) e carneiros (SOUZA et al., 2012). Em catetos, 

no entanto, ainda existe uma falta de tais informações. Portanto, o presente estudo foi 

realizado a fim de caracterizar as principais proteínas do plasma seminal e suas 

associações com características do sêmen nesta espécie. 
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2.3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.3.1 Animais  

 

 

 Todos os protocolos experimentais e procedimentos com os animais foram 

aprovados pelo comitê de ética da Universidade Federal do Semi-Árido (UFERSA) 

(Processo nº 23 091.0254 / 11-88). Os catetos utilizados no experimento foram oriundos 

do Centro de Multiplicação de Animais Silvestres (UFERSA), localizada na região 

Nordeste do Brasil (Mossoró, RN, Brasil, 5 ° 10'S, 37 ° 10'W). O clima da região é 

tipicamente semiárido, com uma temperatura média anual de 27ºC. Os machos foram 

isolados das fêmeas seis meses antes do início do estudo e mantidos sob um fotoperíodo 

natural de 12 horas. Eles foram mantidos em piquetes (20 m x 3 m), com uma área 

coberta (3 x 3 m) e alimentados com frutas, ração balanceada e com livre acesso à água. 

 

2.3.2 Coleta de sêmen 

 

 

 Para a coleta de sêmen, nove machos sexualmente maduros foram fisicamente 

contidos por uma rede de captura (puçá) e, em seguida anestesiados por administração 

intravenosa de propofol (Propovan ®, Cristália, Fortaleza, Brasil), na dose de 5 mg / kg 

de peso vivo, conforme já descrito (SOUZA et al., 2009). O sêmen foi coletado com o 

auxílio de um electroejaculator (Autojac ®, Neovet, Campinas, SP, Brasil), ligado a 

uma fonte de 12 V (CASTELO et al., 2010). O ciclo de estimulação foi composto de 10 

estímulos de tensão, a partir de 5 V, seguido por um aumento de tensão em passos de 1 

V, até 12 V. Cada estímulo elétrico durou cerca de 3 seg, com intervalos intermitentes 

de 2 seg. Os ciclos de estímulos foram mantidos durante 10 min. Acoplada ao 

eletroejaculador, existia uma sonda com 15 x 1,3 cm de dimensão, e neste caso, apenas 

12 cm da sonda foi inserida no reto animal. O sêmen foi coletado em tubos plásticos e 

um coquetel de inibidores de protease foi adicionado (RODRIGUES et al., 2013). 

Alíquotas de sêmen foram separadas para análise e o restante da amostra foi 

centrifugado a 700g durante 10 min. O plasma seminal foi então transferido para tubos 

limpos e armazenados a -20°C até análise posterior. 
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2.3.3 Avaliação seminal 

 

 

 O volume de sêmen foi mensurado utilizando micropipetas e a cor dos 

ejaculados também foi registrado. A porcentagem de espermatozóides móveis foi 

avaliada por meio de microscopia de luz de 100x de ampliação. Para a determinação do 

vigor espermático, uma escala de 0-5 foi utilizada como parâmetro, onde 0 foi dada ao 

espermatozoide sem movimento e cinco foi caracterizado como a amplitude máxima do 

movimento do espermatozoide, sendo este um movimento progressivo e retilíneo. 

Esfregaços seminais corados com Azul de Bromofenol foram preparados na proporção 

1:1 usando 5 mL de sêmen para avaliação da morfologia espermática em microscopia 

de luz (1000x) e viabilidade (400x), contando 200 células por lâmina. A concentração 

de espermatozoides por mililitro de sêmen foi determinada utilizando a câmara de 

contagem de Neubauer. Integridade funcional dos espermatozoides foi analisada pelo 

teste hiposmótico, utilizando água destilada como solução diluidora (CASTELO et al., 

2010). 

  

2.3.4 Determinação do perfil proteico do plasma seminal 

 

2.3.4.1 Eletroforese bidimensional 

 

 

 Para eletroforese 2D, as amostras de plasma seminal foram descongeladas à 

temperatura ambiente e centrifugadas a 10000g durante 1 hora a 4°C para remover os 

materiais insolúveis (SOUZA et al., 2012). Amostras individuais de plasma seminal 

contendo 400 ug de proteína (BRADFORD et al., 1976) foram misturadas com tampão 

de reidratação (ureia 7 M, tioureia 2 M, 0,5% de CHAPS, 0,5% tampão de IPG pH 4-7, 

65 mm DTT (ditiotreitol) e traços de azul de bromofenol) numa quantidade suficiente 

para fazer 250 mL. Em seguida, em uma bandeja de reidratação, a mistura foi incubada 

com tiras de 13 cm, as quais detinham o gradiente de pH imobilizado (IPG) entre 4-7 

(GE Lifesciences, Piscattaway, NJ, EUA), assim, após 20 h, as tiras estavam 

reidratadas. A focalização isoelétrica foi realizada no aparelho Ettan IPGphor 3™ (GE 

Lifesciences, EUA), com voltagens crescentes – 100 V durante 2 h, 500 V durante 1 h, 

1000 V durante 30 min, 5000 V durante 2 h, e 8000 V durante 1 h – totalizando 24000 
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Vh. Depois de concentradas, as proteínas do plasma seminal foram equilibradas em 

tampão de equilíbrio I (6 M de ureia, 50 mM Tris-HCl pH 8,8, 29,3% de glicerol, 2% de 

SDS, 1% de DTT), durante 15 minutos e, em seguida, reequilibradas em solução de 

equilíbrio II (semelhante ao tampão de equilíbrio I, mas contendo 2,5% de 

iodoacetamida em vez de DTT) acrescidos mais 15 min. Após o equilíbrio, as tiras de 

IPG foram colocadas no topo dos géis de SDS-PAGE contendo uma concentração 

homogênea de acrilamida (12,5%) e assim as proteínas foram separadas e focalizadas 

com base nos seus pesos moleculares. Padrões de 97-14 kDa foram também utilizadas 

(Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA). As proteínas correram pelo gel em uma 

cuba modelo Rubi SE 600 com solução tampão (12,5% T / 2,6% C, 250 V, 25 mA/gel) 

por cerca de 5 h. Os reagentes utilizados para a eletroforese foram adquiridos pela GE 

Lifesciences (Piscattaway, NJ, EUA) ou Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, EUA). 

 Os géis foram corados com Azul Brilhante de Coomassie (CANDIANO et al., 

2004), utilizando técnicas adaptadas (RODRIGUES et al., 2013). Os géis foram então 

digitalizados a 300 dpi com um scanner modelo ImageScanner II (GE Lifesciences, 

EUA). Imagens dos géis foram salvas com o formato .tiff e analisados usando o 

software PDQuest, versão 7.3.0 (Bio-Rad Laboratories, Rockville Centre, NY, EUA). 

Para o conjunto dos mapas proteicos do plasma seminal, um único gel principal foi 

gerado pelo software, com base em um gel de referência, o que representou o melhor 

padrão de spots nas amostras. Alguns spots, que se mostravam consistentes, presentes 

em outros géis foram também adicionados ao gel principal, de modo que eles podem ser 

combinados para todas as amostras. Proteínas localizadas em regiões-chave dos géis 

foram usadas como marcos e os pontos correspondentes foram alcançados após várias 

rodadas de extensas comparações. As quantidades de proteína nos géis foram dadas 

como ppm da densidade óptica total integrada dos pontos, de acordo com PDQuest 

(SOUZA et al., 2012). 

 

2.3.4.2 Identificação das proteínas 

 

 

 Proteínas separadas por 2-D-PAGE foram submetidas à digestão com tripsina, 

tal como descrito por SOUZA et al., 2012. Resumidamente, as peças de gel foram 

excisadas, lavada três vezes com 400 mL de uma solução contendo bicarbonato de 

amónio (25 mM) e acetonitrila (50%) pH 8,0, para remover o SDS e corante. Após duas 
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lavagens, foi desidratada com 200 mL de acetonitrila absoluta, e foi submetida a 

secagem sob vácuo. Estes fragmentos de gel foram então incubados (~ 20 horas) a 37°C 

com tripsina (166 ng/spot, Promega, cat. # V5111, Madison, WI, EUA). As proteínas 

foram em seguida extraídas dos segmentos de gel por três lavagens com 25 mL de 

trifluoroacético (5%), bicarbonato de amónio (50 mM) e acetonitrila (50%), durante 30 

min. Os extratos foram secos novamente sob vácuo e ressuspensos em 10 uL de tampão 

de injeção (95% água, 5% acetonitrila, 0,1% de ácido fórmico). Um fragmento de gel 

em branco e outro com albumina de peso molecular conhecido foram também digeridos 

e usados como controles negativos e positivos, respectivamente. 

 Para LC-MS/MS, as amostras digeridas foram injetadas utilizando o nano 

ACQUITY UPLC e a separação cromatográfica foi realizada utilizando uma coluna 

C18 de UPLC (75 um x 10 cm) com um fluxo de 0,6 mL / min (SOUZA et al., 2012). 

Os espectros de massa foram obtidos pelo aparelho G2 Synapt HDMS (Waters Co., 

Milford, MA, EUA) pelo método DDA (data dependent acquisition). Fase móvel A e B 

consistiu de 0,1% de ácido fórmico em água e 0,1% de ácido fórmico em acetonitrila, 

respectivamente. As condições de gradiente foram usadas como se segue: 0 min, com 

3% de B, aumentando linearmente para 30% de B em 20 min, em seguida, aumentando 

até 70% de B em 40 min, onde permaneceu até 50 min, e no minuto seguinte foi 

diminuido para 3% de B. Os dados foram processados utilizando Mascot Distiller 

(Matrix Ciência Ltd; www.matrixscience.com) e submetido à pesquisa do banco de 

dados do servidor utilizando Mascot Server 2.3 (PERKINS et al., 1999). 

 

2.3.4.3 Análise da Ontologia dos genes 

 

 

 Os dados das proteínas obtidas no plasma seminal foram então analisados 

utilizando o STRAP (software for researching annotations of proteins), um aplicativo de 

livre acesso (BATHIA et al., 2009). Os termos da ontologia dos genes, para os 

processos biológicos e função molecular, foram obtidos a partir de um banco de dados 

UniProtKB EBI Goa. 
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2.3.4.4 Análise da interação da proteína 

 

 A análise de interação proteína-proteína foi realizada com a clusterina usando 

um banco de dados online de livre acesso, o STRING (http://string-db.org), versão 9.05. 

Neste caso, as análises foram executadas assumindo Bos taurus como organismo 

estudado. Para evidenciar as interações, estas foram apresentadas em linhas pretas 

(quando representavam co-expressão), linhas azuis claras (quando representavam 

informações do banco de dados), linhas amarelas (text-mining) e em linhas roxas 

(representando os dados experimentais). No modo de ação, foram também representadas 

as interações que representam reação (linhas pretas), ligação (azul) ou catálise (roxos). 

Somente proteínas com uma pontuação de confiança acima de 0,900 foram selecionados 

para análise. 

 

2.3.4.5 Análise Estatística 

 

 

  O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, onde cada animal foi 

considerado como um fator aleatório. Parâmetros seminais e intensidades exatas dos 

mapas protéicos foram testados quanto à normalidade, através do teste de Shapiro-Wilk, 

e para a assimetria, usando o procedimento UNIVARIADO com as opções NORMAL e 

PLOT do Statistical Analysis System (SAS, 2003). Variáveis sem distribuição normal 

(Shapiro-Wilk p <0,05) foram transformadas. As associações entre parâmetros do 

plasma seminal e as intensidades das manchas detectadas nos mapas 2D dos animais 

foram estimados usando o método de Pearson (quando duas variáveis paramétricas 

foram associados) ou Spearman (quando, pelo menos, uma variável não-paramétrica foi 

utilizada na associação) utilizando o procedimento CORR (SAS, 2003). 

 

3.4 RESULTADOS 

 

 

 Todas as tentativas de coleta de sêmen realizadas nos nove animais resultaram 

em ejaculação. Todos os ejaculados eram brancos e continham espermatozóides. O 

volume médio total dos ejaculados foi de 2 ± 1,1 mL, com concentração espermática de 

207 ± 160,7 x 10
6
 espermatozóides / mL. A motilidade espermática média foi de 83 ± 
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20,9%, com vigor de 4,2 ± 1,1. Porcentagens de espermatozoides viáveis (membrana 

íntegra), morfologicamente normais e espermatozoides que apresentavam a membrana 

funcional foram, respectivamente, 72,6 ± 10,4%, 80 ± 21% e 80,4 ± 14,1%. 

 A média da concentração de proteínas nas amostras de plasma seminal de 

catetos foi de 34,1 ± 14,0 mg / mL. As amostras resultaram em nove géis (pH 4-7), os 

quais foram montados no PDQuest e geraram um gel principal. Após análises, 

verificou-se 179 spots proteicos por gel (Fig. 2A e 2B). O gel principal apresentou 

consistentemente 82 spots (46% de todos os spots) e a intensidade destes spots 

correspondem a 64,7 ± 3,9% da intensidade total de todos os spots detectados nos 

mapas do plasma seminal. 
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Figura 2. Proteínas do plasma seminal de catetos (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758) adultos. (A) representa o mapa usado como gel referência 

para os match set. (B) mostra o gel principal gerado pelo PDQuest usando os nove géis. Géis foram corados com Commassie blue e as proteínas 

identificadas por espectrometria de massa. 
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 Na espectrometria de massa, noventa e três spots foram identificados, correspondendo a 23 proteínas diferentes (Fig. 2, Tabela 2). A 

intensidade combinado desses spots foi responsável por 83,6 ± 4,9% das intensidades de todos os spots e 94,5% das intensidades dos os spots 

apresentados em cada mapa de proteínas. 

 

Tabela 2. Proteínas do plasma seminal de catetos (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758), identificadas por eletroforese bidimensional e 

espectrometria de massa.  

Proteína NCBI  
MS/MS  

score proteico 

Sequência 

descoberta (%) 
Peptídeos correspondentes Ion score m/z z 

Bodesina 2 

Spot 01* 121484235 92 27 
(12)

ISSSFSWGPK
(21) 

30 548.2769 2 

    
(87)

SSNQPVSPFDIFYYERPSA
(105) 

65 1102.5244 2 

Proteína epididimária E1 

Spot 02 47523496 121 28 
(26)

DCGSGVGVIK
(35)

 33 496.7422 2 

    
(72)

AVVHGIVMGVPIPFPIPDPDGCK
(94) 

59 811.0847 3 

    
(95)

SGINCPIQK
(103)

 29 508.7633 2 

Spot 03 47523496 148 28 
(26)

DCGSGVGVIK
(35)

 45 496.2438 2 

    
(72)

AVVHGIVMGVPIPFPIPDPDGCK
(94) 

61 811.0859 3 

    
(95)

SGINCPIQK
(103)

 41 508.7602 2 

Spot 04 47523496 125 28 
(26)

DCGSGVGVIK
(35)

 35 496.2453 2 

    
(72)

AVVHGIVMGVPIPFPIPDPDGCK
(94) 

55 811.0857 3 

    
(95)

SGINCPIQK
(103)

 36 508.7591 2 

PSP-1 

Spot 05 108346 47 9 
(70)

FCEGLSILNR
(79) 

47 604.8165 2 

Spot 06 108346 82 9 
(70)

FCEGLSILNR
(79) 

82 604.8105 2 

Spot 07 108346 44 9 
(70)

FCEGLSILNR
(79) 

44 605.3068 2 

Caseína alfa S1 

Spot 08 30794348 43 5 
(38)

FFVAPFPEVFGK
(49) 

43 692.8696 2 

Glutationa peroxidase secretada do epidídimo 

Spot 09 47523090 75 19 
(119)

YVRPGGGYVPNFQLFEK
(135) 

38 657.6725 3 

    
(146)

VFTFLK
(151) 

8 377.7266 2 

    
(184)

FLVGPDGVPVMR
(195) 

54 651.8494 2 

    
(207)

SDILAYLK
(214) 

38 461.7634 2 

Spot 10 47523090 186 22 
(105)

QEPGENSEILLGLK
(118) 

69 756.3872 2 



 

58 

 

    
(119)

YVRPGGGYVPNFQLFEK
(135) 

27 986.0173 2 

    
(184)

FLVGPDGVPVMR
(195) 

57 643.8507 2 

    
(207)

SDILAYLK
(214) 

34 461.7649 2 

Spot 11 47523090 95 24 
(119)

YVRPGGGYVPNFQLFEK
(135) 

20 657.6729 3 

    
(146)

VFTFLK
(151) 

10 377.7267 2 

    
(184)

FLVGPDGVPVMR
(195) 

41 651.8494 2 

    
(196)

WVHETPISTVK
(206) 

8 688.8472 2 

    
(207)

SDILAYLK
(214) 

37 461.7645 2 

Spot 12 47523090 94 24 
(119)

YVRPGGGYVPNFQLFEK
(135) 

23 657.6727 3 

    
(146)

VFTFLK
(151) 

22 377.7272 2 

    
(184)

FLVGPDGVPVMR
(195) 

48 651.8478 2 

    
(196)

WVHETPISTVK
(206) 

13 688.8469 2 

    
(207)

SDILAYLK
(214) 

34 461.7646 2 

Spot 13 47523090 116 19 
(119)

YVRPGGGYVPNFQLFEK
(135) 

29 657.9985 3 

    
(146)

VFTFLK
(151) 

10 377.7276 2 

    
(184)

FLVGPDGVPVMR
(195) 

48 651.8323 2 

    
(207)

SDILAYLK
(214) 

50 461.7654 2 

Spot 14 47523090 78 24 
(119)

YVRPGGGYVPNFQLFEK
(135) 

24 658.0003 3 

    
(146)

VFTFLK
(151) 

8 377.7270 2 

    
(184)

FLVGPDGVPVMR
(195) 

48 643.8521 2 

    
(196)

WVHETPISTVK
(206) 

9 688.8475 2 

    
(207)

SDILAYLK
(214) 

34 461.7652 2 

Spot 15 47523090 81 19 
(119)

YVRPGGGYVPNFQLFEK
(135) 

15 658.0009 3 

    
(146)

VFTFLK
(151) 

7 377.7269 2 

    
(184)

FLVGPDGVPVMR
(195) 

46 643.8499 2 

    
(207)

SDILAYLK
(214) 

34 461.7645 2 

Spot 16 47523090 159 22 
(105)

QEPGENSEILLGLK
(118) 

61 756.3844 2 

    
(119)

YVRPGGGYVPNFQLFEK
(135) 

19 657.6709 3 

    
(184)

FLVGPDGVPVMR
(195) 

42 651.8465 2 

    
(207)

SDILAYLK
(214) 

37 461.7633 2 

Spot 17 47523090 128 17 
(110)

NSEILLGLK
(118) 

41 493.7954 2 

    
(119)

YVRPGGGYVPNFQLFEK
(135) 

25 652.3410 3 

    
(184)

FLVGPDGVPVMR
(195) 

61 643.8493 2 

Spot 18 47523090 47 5 
(184)

FLVGPDGVPVMR
(195) 

47 651.8474 2 

Clusterina 

Spot 19 47522770 346 12 
(25)

AISDKELQEMSTEGSK
(40) 

56 590.6098 3 
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(30)

ELQEMSTEGSK
(40) 

37 627.7784 2 

    
(58)

TLIEQSNEER
(67) 

67 609.8011 2 

    
(58)

TLIEQSNEERK
(68) 

56 673.8493 2 

    
(68)

KSLLSSLEEAK
(78) 

81 602.8406 2 

    
(69)

SLLSSLEEAK
(78) 

40 538.7861 2 

    
(69)

SLLSSLEEAKK
(79) 

56 402.2276 3 

    
(199)

EPFDTQFFSPFGSSHR
(214) 

40 942.9188 2 

Spot 20 47522770 220 8 
(25)

AISDKELQEMSTEGSK
(40) 

43 885.4138 2 

    
(30)

ELQEMSTEGSK
(40) 

47 628.2716 2 

    
(58)

TLIEQSNEER
(67) 

64 609.8025 2 

    
(58)

TLIEQSNEERK
(68) 

56 673.8492 2 

    
(68)

KSLLSSLEEAK
(78) 

84 602.8410 2 

    
(69)

SLLSSLEEAK
(78) 

38 538.7917 2 

    
(69)

SLLSSLEEAKK
(79) 

55 402.2264 3 

Spot 21 47522770 200 8 
(25)

AISDKELQEMSTEGSK
(40) 

44 885.4128 2 

    
(30)

ELQEMSTEGSK
(40) 

39 627.7799 2 

    
(58)

TLIEQSNEER
(67) 

57 609.8011 2 

    
(58)

TLIEQSNEERK
(68) 

56 673.8494 2 

    
(68)

KSLLSSLEEAK
(78) 

54 602.8419 2 

    
(69)

SLLSSLEEAK
(78) 

39 538.7899 2 

    
(69)

SLLSSLEEAKK
(79) 

55 402.2277 3 

Spot 22 47522770 160 8 
(25)

AISDKELQEMSTEGSK
(40) 

45 885.4130 2 

    
(30)

ELQEMSTEGSK
(40) 

22 619.2664 2 

    
(58)

TLIEQSNEER
(67) 

67 609.7999 2 

    
(58)

TLIEQSNEERK
(68) 

45 673.8505 2 

    
(68)

KSLLSSLEEAK
(78) 

90 602.8417 2 

    
(69)

SLLSSLEEAK
(78) 

39 538.7926 2 

Spot 23 47522770 135 15 
(30)

ELQEMSTEGSK
(40) 

16 628.2723 2 

    
(58)

TLIEQSNEER
(67) 

66 609.8019 2 

    
(68)

KSLLSSLEEAK
(78) 

80 602.8439 2 

    
(69)

SLLSSLEEAK
(78) 

45 538.7935 2 

    
(199)

EPFDTQFFSPFGSSHR
(214) 

18 628.7935 3 

    
(339)

LYDQLLQSYQQK
(350) 

10 764.3887 2 

    
(351)

MLNTSSLLK
(359) 

16 512.2717 2 

Spot 24 47522770 152 8 
(25)

AISDKELQEMSTEGSK
(40) 

23 590.6054 3 

    
(30)

ELQEMSTEGSK
(40) 

38 628.2727 2 
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(58)

TLIEQSNEER
(67) 

70 609.8026 2 

    
(58)

TLIEQSNEERK
(68) 

22 673.8512 2 

    
(68)

KSLLSSLEEAK
(78) 

80 602.8428 2 

    
(69)

SLLSSLEEAK
(78) 

42 538.7949 2 

    
(69)

SLLSSLEEAKK
(79) 

41 602.8438 2 

Spot 25 47522770 136 12 
(30)

ELQEMSTEGSK
(40) 

13 628.2729 2 

    
(58)

TLIEQSNEER
(67) 

83 609.8029 2 

    
(68)

KSLLSSLEEAK
(78) 

67 602.8436 2 

    
(69)

SLLSSLEEAK
(78) 

45 538.7942 2 

    
(69)

SLLSSLEEAKK
(79) 

23 602.8442 2 

    
(339)

LYDQLLQSYQQK
(350) 

7 764.3881 2 

    
(351)

MLNTSSLLK
(359) 

11 512.2704 2 

Spot 26 47522770 94 10 
(58)

TLIEQSNEER
(67) 

10 610.2935 2 

    
(68)

KSLLSSLEEAK
(78) 

94 602.8428 2 

    
(199)

EPFDTQFFSPFGSSHR
(214) 

11 628.9410 3 

    
(351)

MLNTSSLLK
(359) 

12 512.2698 2 

Spot 27 47522770 203 11 
(25)

AISDKELQEMSTEGSK
(40) 

28 590.2771 3 

    
(30)

ELQEMSTEGSK
(40) 

37 627.7789 2 

    
(58)

TLIEQSNEER
(67) 

84 609.8005 2 

    
(58)

TLIEQSNEERK
(68) 

57 673.8500 2 

    
(68)

KSLLSSLEEAK
(78) 

76 602.8413 2 

    
(69)

SLLSSLEEAK
(78) 

41 538.7904 2 

    
(69)

SLLSSLEEAKK
(79) 

50 402.2275 3 

    
(339)

LYDQLLQSYQQK
(350) 

13 764.3892 2 

Spot 28 47522770 189 11 
(25)

AISDKELQEMSTEGSK
(40) 

44 885.4125 2 

    
(30)

ELQEMSTEGSK
(40) 

39 627.7806 2 

    
(58)

TLIEQSNEER
(67) 

81 609.8001 2 

    
(58)

TLIEQSNEERK
(68) 

46 673.8485 2 

    
(68)

KSLLSSLEEAK
(78) 

56 602.8426 2 

    
(69)

SLLSSLEEAK
(78) 

42 538.7913 2 

    
(69)

SLLSSLEEAKK
(79) 

56 402.2275 3 

    
(339)

LYDQLLQSYQQK
(350) 

14 763.8987 2 

Spot 29 47522770 409 10 
(25)

AISDKELQEMSTEGSK
(40) 

28 590.6047 3 

    
(30)

ELQEMSTEGSK
(40) 

49 627.7798 2 

    
(58)

TLIEQSNEER
(67) 

87 609.8004 2 

    
(58)

TLIEQSNEERK
(68) 

50 673.8493 2 
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(68)

KSLLSSLEEAK
(78) 

84 602.8418 2 

    
(69)

SLLSSLEEAK
(78) 

42 538.7912 2 

    
(69)

SLLSSLEEAKK
(79) 

56 402.2275 3 

    
(351)

MLNTSSLLK
(359) 

24 512.2727 2 

Spot 30 47522770 465 14 
(25)

AISDKELQEMSTEGSK
(40) 

35 885.4130 2 

    
(30)

ELQEMSTEGSK
(40) 

51 627.7804 2 

    
(58)

TLIEQSNEER
(67) 

87 609.8002 2 

    
(58)

TLIEQSNEERK
(68) 

57 673.8500 2 

    
(68)

KSLLSSLEEAK
(78) 

90 602.8425 2 

    
(69)

SLLSSLEEAK
(78) 

42 538.7902 2 

    
(69)

SLLSSLEEAKK
(79) 

66 402.2278 3 

    
(199)

EPFDTQFFSPFGSSHR
(214)  

25 942.9165 2 

    
(339)

LYDQLLQSYQQK
(350) 

21 763.8987 2 

Spot 31 47522770 279 12 
(30)

ELQEMSTEGSK
(40) 

41 628.2716 2 

    
(58)

TLIEQSNEER
(67) 

73 609.8006 2 

    
(68)

KSLLSSLEEAK
(78) 

76 602.8438 2 

    
(69)

SLLSSLEEAK
(78) 

44 538.7943 2 

    
(199)

EPFDTQFFSPFGSSHR
(214) 

28 942.9183 2 

    
(351)

MLNTSSLLK
(359) 

24 512.2731 2 

Spot 32 47522770 81 4 
(58)

TLIEQSNEER
(67) 

43 609.8013 2 

    
(339)

LYDQLLQSYQQK
(350) 

39 763.8980 2 

Spot 33 47522770 32 4 
(339)

LYDQLLQSYQQK
(350) 

6 764.3911 2 

    
(351)

MLNTSSLLK
(359) 

32 512.2712 2 

Spot 34 47522770 60 2 
(339)

LYDQLLQSYQQK
(350) 

60 764.3685 2 

Spot 35 47522770 39 2 
(339)

LYDQLLQSYQQK
(350) 

39 764.8821 2 

Spot 36 47522770 99 2 
(183)

ASNIMDELFQDR
(194) 

62 714.3284 2 

    
(339)

LYDQLLQSYQQK
(350) 

37 764.8825 2 

Spot 37 47522770 46 2 
(339)

LYDQLLQSYQQK
(350) 

46 764.3900 2 

Spot 38 47522770 93 4 
(58)

TLIEQSNEER
(67) 

53 609.8010 2 

    
(339)

LYDQLLQSYQQK
(350) 

42 763.8983 2 

Spot 39 47522770 331 10 
(25)

AISDKELQEMSTEGSK
(40) 

38 590.2752 3 

    
(30)

ELQEMSTEGSK
(40) 

18 627.7784 2 

    
(58)

TLIEQSNEER
(67) 

80 609.7990 2 

    
(58)

TLIEQSNEERK
(68) 

46 673.8489 2 

    
(68)

KSLLSSLEEAK
(78) 

94 602.8416 2 

    
(69)

SLLSSLEEAK
(78) 

40 538.7931 2 
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(339)

LYDQLLQSYQQK
(350) 

22 763.8966 2 

Spot 40 47522770 106 4 
(58)

TLIEQSNEER
(67) 

38 609.8013 2 

    
(68)

KSLLSSLEEAK
(78) 

57 602.8457 2 

    
(69)

SLLSSLEEAK
(78) 

17 538.7939 2 

Spot 41 47522770 268 8 
(25)

AISDKELQEMSTEGSK
(40) 

29 590.2767 3 

    
(30)

ELQEMSTEGSK
(40) 

41 628.2721 2 

    
(58)

TLIEQSNEER
(67) 

70 609.8013 2 

    
(68)

KSLLSSLEEAK
(78) 

94 602.8411 2 

    
(69)

SLLSSLEEAK
(78) 

41 538.7925 2 

Spot 42 50979240 79 6 
(1)

MMKTLLLLVGLLLTWDNGR
(19) 

17 767.3888 3 

    
(183)

ASNIMDELFQDR
(194) 

62 714.3284 2 

Spot 43 47522770 231 7 
(30)

ELQEMSTEGSK
(40) 

35 628.2703 2 

    
(58)

TLIEQSNEER
(67) 

65 609.7998 2 

    
(68)

KSLLSSLEEAK
(78) 

95 602.8413 2 

    
(69)

SLLSSLEEAK
(78) 

41 538.7928 2 

Spot 44 47522770 239 4 
(58)

TLIEQSNEER
(67) 

84 609.8009 2 

    
(68)

KSLLSSLEEAK
(78) 

87 602.8413 2 

    
(69)

SLLSSLEEAK
(78) 

44 538.7953 2 

    
(69)

SLLSSLEEAKK
(79) 

34 402.2274 3 

Spot 95 47522770 88 4 
(58)

TLIEQSNEER
(67) 

45 609.8012 2 

    
(339)

LYDQLLQSYQQK
(350) 

43 763.8984 2 

Albumina 

Spot 45 301786252 298 9 
(162)

YLYEVAR
(168) 

28 457.2411 2 

    
(268)

ECCHGDLLECADDR
(281) 

25 583.8890 3 

    
(268)

ECCHGDLLECADDRADLAK
(286) 

31 749.9849 3 

    
(361)

RHPEYSVSLLLR
(372) 

62 490.6073 3 

    
(362)

HPEYSVSLLLR
(372) 

54 657.3640 2 

    
(484)

LCVLHEK
(490) 

18 449.7428 2 

    
(549)

KQSALVELLK
(558) 

56 564.8519 2 

    
(550)

QSALVELLK
(558) 

29 501.2948 2 

Spot 46 30962111 256 7 
(99)

NECFLQHK
(106) 

11 538.7437 2 

    
(244)

ECCHGDLLECADDR
(257) 

24 584.2165 3 

    
(337)

RHPEYSVSLLLR
(348) 

62 490.6078 3 

    
(338)

HPEYSVSLLLR
(372) 

60 657.3651 2 

    
(525)

KQSALVELLK
(534) 

61 564.8516 2 

    
(526)

QSALVELLK
(558) 

41 501.2972 2 
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Spot 96 3319897 135 3 
(46)

EVTEFAK
(52) 

15 412.2121 2 

    
(338)

RHPEYSVSLLLR
(349) 

67 490.6073 3 

    
(339)

HPEYSVSLLLR
(349) 

53 657.3637 2 

Spot 47 301786252 89 4 
(361)

RHPEYSVSLLLR
(372) 

62 490.6092 3 

    
(362)

HPEYSVSLLLR
(372) 

53 657.3659 2 

    
(470)

MSCAEDFLSVVLNR
(483) 

15 828.8938 2 

Spot 48 126723746 884 31 
(58)

CPYEEHAK
(65) 

17 517.7144 2 

    
(89)

SLHDIFGDK
(97) 

37 516.2592 2 

    
(98)

ICALPSLR
(105) 

36 465.2641 2 

    
(157)

AFFGHYLYEVAR
(168) 

30 491.5774 3 

    
(169)

RHPYFYAPELLYYAQK
(184) 

29 687.0155 3 

    
(170)

HPYFYAPELLYYAQK
(184) 

26 634.9837 3 

    
(250)

ADFTDISK
(257) 

17 448.7190 2 

    
(258)

IVTDLTK
(264) 

26 395.2359 2 

    
(354)

FLYEYSR
(360) 

42 489.2377 2 

    
(361)

RHPDYSVVLLLR
(372) 

57 489.9475 3 

    
(362)

HPDYSVVLLLR
(372) 

82 656.3740 2 

    
(376)

AYEATLK
(382) 

20 398.2129 2 

    
(376)

AYEATLKK
(383) 

32 462.2614 2 

    
(397)

VLDEFQPLVDEPK
(409) 

58 764.8992 2 

    
(438)

KVPQVSTPTLVEISR
(452) 

61 827.9742 2 

    
(439)

VPQVSTPTLVEISR
(452) 

41 763.9254 2 

    
(470)

LPCVEDYLSVVLNR
(483) 

48 838.9383 2 

    
(500)

CCSESLVDR
(508) 

62 563.7307 2 

    
(509)

RPCFSALGPDETYVPK
(524) 

21 612.9667 3 

    
(550)

QTALVELVK
(558) 

34 501.2952 2 

    
(570)

TVVGEFTALLDK
(581) 

88 646.8564 2 

    
(589)

EACFAVEGPK
(598) 

28 554.7531 2 

Spot 49 126723746 435 15 
(89)

SLHDIFGDK
(97) 

30 516.2596 2 

    
(250)

ADFTDISK
(257) 

26 448.7193 2 

    
(354)

FLYEYSR
(360) 

36 489.2375 2 

    
(361)

RHPDYSVVLLLR
(372) 

55 489.9490 3 

    
(362)

HPDYSVVLLLR
(372) 

66 656.3758 2 

    
(397)

VLDEFQPLVDEPK
(409) 

22 765.3933 2 

    
(439)

VPQVSTPTLVEISR
(452) 

22 763.9269 2 

    
(500)

CCSESLVDR
(508) 

66 563.7433 2 
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(550)

QTALVELVK
(558) 

28 501.2961 2 

    
(570)

TVVGEFTALLDK
(581) 

88 646.8574 2 

Anexina 5 

Spot 50 291401824 1231 55 
(18)

GTVTAFPGFDER
(29) 

64 648.8126 2 

    
(30)

ADAEILR
(36) 

51 394.2172 2 

    
(30)

ADAEILRK
(37) 

33 458.2650 2 

    
(41)

GLGTDEDSILTLLTAR
(56) 

139 837.9508 2 

    
(75)

DLLDDLK
(81) 

23 416.2249 2 

    
(75)

DLLDDLKSELTGK
(87) 

89 482.9217 3 

    
(82)

SELTGKFEK
(90) 

23 519.7758 2 

    
(91)

LIVALMKPSR
(100) 

61 564.3516 2 

    
(101)

LYDAYELK
(108) 

30 507.7599 2 

    
(120)

VLTEIIASR
(128) 

52 501.2936 2 

    
(129)

TPAELTAIK
(137) 

44 472.2640 2 

    
(198)

WGTDEEK
(204) 

20 432.6890 2 

    
(198)

WGTDEEKFITIFGTR
(212) 

60 600.6324 3 

    
(205)

FITIFGTR
(212) 

36 477.7697 2 

    
(220)

VFDKYMTISGFQIEETIDR
(238) 

23 770.0418 3 

    
(224)

YMTISGFQIEETIDR
(238) 

100 909.9361 2 

    
(239)

ETSGNLEQLLLAVVK
(253) 

123 807.4592 2 

    
(257)

SIPAYLAETLYYAMK
(271) 

65 875.4455 2 

    
(272)

GAGTDDHTLIR
(282) 

83 578.2878 2 

    
(288)

SEIDLYNIR
(296) 

58 561.7849 2 

    
(302)

NFGTSLYSMIK
(312) 

64 630.8174 2 

Spot 36 291401824 600 43 
(18)

GTVTAFPGFDER
(29) 

64 648.8126 2 

    
(41)

GLGTDEDSILTLLTAR
(56) 

91 837.9523 2 

    
(75)

DLLDDLKSELTGK
(87) 

31 482.9225 3 

    
(91)

LIVALMKPSR
(100) 

59 572.3494 2 

    
(101)

LYDAYELK
(108) 

23 507.7583 2 

    
(120)

VLTEIIASR
(128) 

48 501.2997 2 

    
(129)

TPAELTAIK
(137) 

34 472.2760 2 

    
(205)

FITIFGTR
(212) 

40 477.7729 2 

    
(239)

ETSGNLEQLLLAVVK
(253) 

16 807.9537 2 

    
(257)

SIPAYLAETLYYAMK
(271) 

36 875.4486 2 

    
(272)

GAGTDDHTLIR
(282) 

57 578.2904 2 

    
(288)

SEIDLYNIR
(296) 

51 561.7910 2 
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(302)

NFGTSLYSMIK
(312) 

61 638.8153 2 

Spot 37 291401824 801 47 
(18)

GTVTAFPGFDER
(29) 

59 648.8134 2 

    
(41)

GLGTDEDSILTLLTAR
(56) 

109 837.9508 2 

    
(91)

LIVALMKPSR
(100) 

55 572.3444 2 

    
(101)

LYDAYELK
(108) 

30 507.7581 2 

    
(120)

VLTEIIASR
(128) 

45 501.3001 2 

    
(129)

TPAELTAIK
(137) 

43 472.2725 2 

    
(163)

MLVVLLQANR
(172) 

31 586.8445 2 

    
(205)

FITIFGTR
(212) 

34 477.7723 2 

    
(224)

YMTISGFQIEETIDR
(238) 

75 909.9401 2 

    
(239)

ETSGNLEQLLLAVVK
(253) 

108 807.4603 2 

    
(257)

SIPAYLAETLYYAMK
(271) 

47 875.4462 2 

    
(272)

GAGTDDHTLIR
(282) 

85 578.2900 2 

    
(288)

SEIDLYNIR
(296) 

41 561.7905 2 

    
(302)

NFGTSLYSMIK
(312) 

48 638.8156 2 

Receptor de acetilcolina subunidade alfa-7 

Spot 51 27806239 35 1 
(145)

SSCYIDVR
(152) 

35 551.8138 2 

Inter alfa anti tripsina (heavy chain H4 precursor) 

Spot 52 48374067 381 8 
(47)

FAHTVVTSR
(55) 

50 509.2741 2 

    
(138)

VTFELVYEELLAR
(150) 

77 791.4301 2 

    
(151)

HLGVYELLLK
(160) 

40 592.8538 2 

    
(362)

ANREELLPAR
(371) 

56 584.8239 2 

    
(493)

LRDQSPDVLSAK
(504) 

49 664.8610 2 

    
(495)

DQSPDVLSAK
(504) 

29 530.7614 2 

    
(534)

YIFHSFMER
(542) 

32 623.2888 2 

    
(807)

ETLYSVMPGLK
(817) 

50 627.3244 2 

Spot 53 48374067 420 10 
(47)

FAHTVVTSR
(55) 

54 509.2758 2 

    
(138)

VTFELVYEELLAR
(150) 

71 791.4318 2 

    
(151)

HLGVYELLLK
(160) 

36 592.8539 2 

    
(213)

FKPTLSQQQK
(222) 

28 602.8359 2 

    
(362)

ANREELLPAR
(371) 

51 584.8243 2 

    
(425)

MALENGGLAR
(434) 

57 524.2643 2 

    
(493)

LRDQSPDVLSAK
(504) 

47 664.8621 2 

    
(534)

YIFHSFMER
(542) 

41 623.2904 2 

    
(807)

ETLYSVMPGLK
(817) 

38 627.3256 2 

Spot 54 48374067 373 8 
(47)

FAHTVVTSR
(55) 

54 509.2740 2 
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(138)

VTFELVYEELLAR
(150) 

69 791.4312 2 

    
(151)

HLGVYELLLK
(160) 

40 592.8520 2 

    
(362)

ANREELLPAR
(371) 

62 584.8243 2 

    
(493)

LRDQSPDVLSAK
(504) 

70 664.8621 2 

    
(534)

YIFHSFMER
(542) 

40 623.2889 2 

    
(807)

ETLYSVMPGLK
(817) 

39 627.3225 2 

Spot 55 48374067 263 6 
(47)

FAHTVVTSR
(55) 

52 509.2745 2 

    
(151)

HLGVYELLLK
(160) 

48 592.8533 2 

    
(362)

ANREELLPAR
(371) 

55 584.8241 2 

    
(425)

MALENGGLAR
(434) 

45 524.2643 2 

    
(534)

YIFHSFMER
(542) 

33 623.2894 2 

    
(807)

ETLYSVMPGLK
(817) 

32 627.3229 2 

Spot 56 48374067 376 9 
(47)

FAHTVVTSR
(55) 

43 509.2734 2 

    
(138)

VTFELVYEELLAR
(150) 

73 791.4316 2 

    
(151)

HLGVYELLLK
(160) 

43 592.8519 2 

    
(362)

ANREELLPAR
(371) 

59 584.8242 2 

    
(425)

MALENGGLAR
(434) 

30 524.2647 2 

    
(493)

LRDQSPDVLSAK
(504) 

42 664.8615 2 

    
(534)

YIFHSFMER
(542) 

39 623.2891 2 

    
(807)

ETLYSVMPGLK
(817) 

50 627.3253 2 

Spot 57 48374067 284 7 
(47)

FAHTVVTSR
(55) 

36 509.2762 2 

    
(138)

VTFELVYEELLAR
(150) 

81 791.4313 2 

    
(151)

HLGVYELLLK
(160) 

40 592.8543 2 

    
(362)

ANREELLPAR
(371) 

23 584.8246 2 

    
(495)

DQSPDVLSAK
(504) 

29 530.7603 2 

    
(534)

YIFHSFMER
(542) 

26 623.2886 2 

    
(807)

ETLYSVMPGLK
(817) 

50 627.3251 2 

Spot 58 48374067 288 9 
(47)

FAHTVVTSR
(55) 

49 509.2764 2 

    
(138)

VTFELVYEELLAR
(150) 

18 791.4339 2 

    
(151)

HLGVYELLLK
(160) 

38 592.8552 2 

    
(362)

ANREELLPAR
(371) 

59 584.8251 2 

    
(425)

MALENGGLAR
(434) 

32 524.2641 2 

    
(493)

LRDQSPDVLSAK
(504) 

20 665.3535 2 

    
(534)

YIFHSFMER
(542) 

24 623.2884 2 

    
(807)

ETLYSVMPGLK
(817) 

50 627.3243 2 

Spot 59 48374067 284 8 
(47)

FAHTVVTSR
(55) 

42 509.2753 2 
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(138)

VTFELVYEELLAR
(150) 

72 791.4316 2 

    
(151)

HLGVYELLLK
(160) 

34 592.8535 2 

    
(362)

ANREELLPAR
(371) 

38 584.8261 2 

    
(493)

LRDQSPDVLSAK
(504) 

25 665.3544 2 

    
(534)

YIFHSFMER
(542) 

27 623.2882 2 

    
(807)

ETLYSVMPGLK
(817) 

48 627.3251 2 

Spot 49 48374067 67 3 
(47)

FAHTVVTSR
(55) 

17 509.2765 2 

    
(138)

VTFELVYEELLAR
(150) 

18 791.4295 2 

    
(151)

HLGVYELLLK
(160) 

32 592.8550 2 

Spot 42 48374067 328 6 
(47)

FAHTVVTSR
(55) 

42 509.2751 2 

    
(138)

VTFELVYEELLAR
(150) 

78 791.4317 2 

    
(151)

HLGVYELLLK
(160) 

43 592.8533 2 

    
(213)

FKPTLSQQQK
(222) 

29 602.8367 2 

    
(362)

ANREELLPAR
(371) 

55 584.8246 2 

    
(365)

EELLPAR
(371) 

29 414.2318 2 

    
(425)

MALENGGLAR
(434) 

53 524.2642 2 

Spot 60 48374067 332 6 
(47)

FAHTVVTSR
(55) 

52 509.2732 2 

    
(138)

VTFELVYEELLAR
(150) 

73 791.4310 2 

    
(151)

HLGVYELLLK
(160) 

37 592.8545 2 

    
(213)

FKPTLSQQQK
(222) 

17 602.8373 2 

    
(362)

ANREELLPAR
(371) 

57 584.8240 2 

    
(365)

EELLPAR
(371) 

47 414.2324 2 

    
(425)

MALENGGLAR
(434) 

50 524.2651 2 

Spot 61 48374067 303 5 
(47)

FAHTVVTSR
(55) 

38 509.2746 2 

    
(138)

VTFELVYEELLAR
(150) 

76 791.4309 2 

    
(151)

HLGVYELLLK
(160) 

43 592.8425 2 

    
(362)

ANREELLPAR
(371) 

62 584.8253 2 

    
(365)

EELLPAR
(371) 

34 414.2318 2 

    
(425)

MALENGGLAR
(434) 

51 524.2637 2 

Transferrina 

Spot 62 6175087 349 12 
(47)

KVLPEDGPR
(55) 

20 505.7835 2 

    
(112)

TFYYAVALVK
(121) 

30 587.8266 2 

    
(216)

DGLGDVAFVK
(225) 

30 510.7690 2 

    
(265)

VPSHAVVAR
(273) 

56 468.2716 2 

    
(298)

SGDFQLFSSPHGK
(310) 

34 704.3323 2 

    
(438)

KAPEEGYLSVAVVK
(451) 

14 745.4177 2 
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(439)

APEEGYLSVAVVK
(451) 

95 681.3696 2 

    
(528)

EGYYGYTGAFR
(538) 

58 642.2878 2 

    
(644)

DLLFRDDTK
(652) 

22 561.7916 2 

Spot 63 6175087 97 4 
(112)

TFYYAVALVK
(121) 

35 587.8304 2 

    
(216)

DGLGDVAFVK
(225) 

42 510.7689 2 

    
(528)

EGYYGYTGAFR
(538) 

22 642.2879 2 

Spot 64 6175087 191 7 
(112)

TFYYAVALVK
(121) 

38 587.8293 2 

    
(216)

DGLGDVAFVK
(225) 

46 510.7703 2 

    
(265)

VPSHAVVAR
(273) 

47 468.2706 2 

    
(439)

APEEGYLSVAVVK
(451) 

7 681.3704 2 

    
(528)

EGYYGYTGAFR
(538) 

55 642.2884 2 

Spot 65 6175087 338 9 
(48)

VLPEDGPR
(55) 

25 441.7354 2 

    
(112)

TFYYAVALVK
(121) 

19 587.8276 2 

    
(216)

DGLGDVAFVK
(225) 

50 510.7707 2 

    
(328)

MDANLYLGYEYVTAVR
(343) 

35 947.4592 2 

    
(438)

KAPEEGYLSVAVVK
(451) 

65 745.4172 2 

    
(439)

APEEGYLSVAVVK
(451) 

89 681.3684 2 

    
(528)

EGYYGYTGAFR
(538) 

62 642.2886 2 

Zetaglobina 

Spot 66 291415430 75 20 
(18)

VSSQSEAIGTEALER
(32) 

48 788.8948 2 

    
(73)

NMDNLDSALSPLR
(85) 

27 731.3579 2 

Precursor de ceruloplasmina 

Spot 67 390517044 254 5 
(70)

AIYLQYTDETFR
(81) 

73 760.3770 2 

    
(538)

MYYSAVDPTK
(547) 

63 595.7724 2 

    
(548)

DIFTGLIGPMK
(558) 

49 604.3234 2 

    
(673)

DTANLFPQTSLR
(684) 

57 681.8554 2 

    
(948)

ANDEFIESNK
(957) 

22 583.7681 2 

Spot 68 390517044 381 6 
(70)

AIYLQYTDETFR
(81) 

78 760.3760 2 

    
(538)

MYYSAVDPTK
(547) 

56 595.7719 2 

    
(538)

MYYSAVDPTKDIFTGLIGPMK
(558) 

31 793.7215 3 

    
(548)

DIFTGLIGPMK
(558) 

51 604.3221 2 

    
(673)

DTANLFPQTSLR
(684) 

52 681.8524 2 

    
(888)

DLYSGLIGPLIVCR
(901) 

76 788.4338 2 

    
(948)

ANDEFIESNK
(957) 

47 583.7693 2 

Spot 69 390517044 328 7 
(70)

AIYLQYTDETFR
(81) 

74 760.3766 2 

    
(188)

DIASGLIGPLIHCR
(201) 

18 761.4158 2 
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(538)

MYYSAVDPTK
(547) 

60 595.7734 2 

    
(538)

MYYSAVDPTKDIFTGLIGPMK
(558) 

25 793.7221 3 

    
(548)

DIFTGLIGPMK
(558) 

51 604.3227 2 

    
(673)

DTANLFPQTSLR
(684) 

34 681.8552 2 

    
(888)

DLYSGLIGPLIVCR
(901) 

48 788.4321 2 

    
(948)

ANDEFIESNK
(957) 

30 583.7696 2 

T-complex protein 1, subunidade gama 

Spot 70 164448698 37 1 
(382)

EILSEVER
(389) 

37 487.7578 2 

Spot 71 164448698 37 1 
(382)

EILSEVER
(389) 

37 487.7602 2 

Spot 72 164448698 37 1 
(382)

EILSEVER
(389) 

37 487.7603 2 

Fragmento Fc da proteína de ligação ao IgG  

Spot 73 291414125 64 0.5 
(2119)

GSQAVSYTR
(2127) 

48 485.2330 2 

    
(2412)

CECGPGGQVSCK
(2423) 

21 584.3416 2 

Spot 74 297485627 138 1 
(1365)

VAYDLVYNVR
(1374) 

23 606.3229 2 

    
(2191)

GSQAVSYTR
(2199) 

51 484.7417 2 

    
(2523)

CLANGGVHYITLDGR
(2537) 

32 549.5997 3 

    
(2818)

CFEGCECDDR
(2827) 

23 674.7142 2 

    
(2944)

VVADVQPCKGK
(2954) 

15 600.2938 2 

Spot 75 297485627 86 0.5 
(2191)

GSQAVSYTR
(2199) 

45 485.2353 2 

    
(2523)

CLANGGVHYITLDGR
(2537) 

45 823.3898 2 

Spot 76 297485627 78 0.5 
(1365)

VAYDLVYNVR
(1374) 

78 606.3236 2 

Spot 77 297485627 60 0.5 
(1365)

VAYDLVYNVR
(1374) 

60 606.3240 2 

Spot 78 297485627 73 0.5 
(1365)

VAYDLVYNVR
(1374) 

73 606.3249 2 

Spot 79 297485627 78 0.5 
(1365)

VAYDLVYNVR
(1374) 

78 606.3241 2 

Spot 80 297485627 78 0.5 
(1365)

VAYDLVYNVR
(1374) 

78 606.3242 2 

Spot 81 297485627 62 0.5 
(1365)

VAYDLVYNVR
(1374) 

62 606.3239 2 

Precursor da Carboxipeptidase E  

Spot 82 148228720 65 5 
(42)

RPQEDGIPFEYHR
(54) 

22 548.9275 3 

    
(420)

LTASAPGYLAR
(430) 

46 560.3102 2 

Spot 83 148228720 88 5 
(108)

YIGNMHGNEAVGR
(120) 

46 478.5543 3 

    
(420)

LTASAPGYLAR
(430) 

44 560.3106 2 

Proteina hipotética 

Spot 80 291391030 302 9 
(202)

FLINAVR
(208) 

35 416.7521 2 

    
(305)

VGLGILIESGNK
(316) 

14 600.3538 2 

    
(334)

VLPQFESMLFNK
(345) 

18 734.8793 2 

    
(467)

VTVPENAVAAK
(477) 

40 549.8090 2 
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(529)

KYNLGTVR
(536) 

40 475.7732 2 

    
(588)

SVNNPESLLR
(597) 

83 564.8021 2 

    
(609)

LASEPFPYR
(617) 

50 540.2771 2 

    
(788)

NLVPFFK
(794) 

26 432.7486 2 

Actina 

Spot 85 268607671 73 8 
(21)

AGFAGDDAPR
(30) 

54 488.7265 2 

    
(199)

GYSFVTTAER
(208) 

45 565.7774 2 

    
(318)

EITALAPSTMK
(328) 

32 589.3090 2 

Spot 86 45269029 255 18 
(48)

AGFAGDDAPR
(57) 

57 488.7263 2 

    
(58)

AVFPSIVGRPR
(68) 

16 599.8551 2 

    
(213)

DLTDYLMK
(220) 

32 507.7409 2 

    
(226)

GYSFTTTAER
(235) 

42 566.7656 2 

    
(268)

SYELPDGQVITIGNER
(283) 

36 895.9554 2 

    
(345)

EITALAPSTMK
(355) 

32 589.3088 2 

    
(358)

IIAPER
(364) 

42 398.2370 2 

Spot 94 45269029 526 33 
(48)

AGFAGDDAPR
(57) 

86 488.7255 2 

    
(80)

DSYVGDEAQSK
(90) 

21 599.7637 2 

    
(125)

VAPEEHPVLLTEAPLNPK
(142) 

41 652.0237 3 

    
(177)

TTGIVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAIL

R
(206) 

79 800.6551 4 

    
(213)

DLTDYLMK
(220) 

32 507.7435 2 

    
(226)

GYSFTTTAER
(235) 

57 566.7650 2 

    
(268)

SYELPDGQVITIGNER
(283) 

64 895.9540 2 

    
(345)

EITALAPSTMK
(355) 

41 589.3090 2 

    
(358)

IIAPER
(364) 

44 398.2369 2 

    
(389)

QEYDESGPSIVHR
(401) 

63 506.5635 3 

Lipocalin-15 

Spot 87 76631203 96 12 
(80)

ADGCNQADAEYLR
(92) 

17 741.3151 2 

    
(101)

VPALGYLDVR
(110) 

81 551.8023 2 

Precursor da Catepsina L1  

Spot 88 47522698 160 11 
(71)

HGFSMAMNAFGDMTNEEFR
(89) 

83 747.2966 3 

    
(122)

EKGYVTAVK
(130) 

27 497.7795 2 

    
(124)

GYVTAVK
(130) 

13 369.2117 2 

    
(262)

SGIYYDPDCSSK
(273) 

36 696.2936 2 

Hexosaminidase B 

Spot 89 262072808 111 6 
(70)

AGSSCEILQEAFR
(82) 

30 734.3497 2 
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(254)

MVIEYAR
(260) 

28 449.2249 2 

    
(364)

LQSFYVFK
(371) 

16 516.7705 2 

    
(372)

ISNMISAMK
(380) 

43 513.7495 2 

Spot 90 262072808 141 7 
(70)

AGSSCEILQEAFR
(82) 

40 734.3493 2 

    
(203)

TLDAMAFNK
(211) 

40 513.7479 2 

    
(254)

MVIEYAR
(260) 

25 449.2242 2 

    
(372)

ISNMISAMK
(380) 

44 513.2429 2 

Spot 91 262072808 155 8 
(70)

AGSSCEILQEAFR
(82) 

22 734.8397 2 

    
(203)

TLDAMAFNK
(211) 

44 513.7472 2 

    
(254)

MVIEYAR
(260) 

24 449.2253 2 

    
(364)

LQSFYVFK
(371) 

15 516.7702 2 

    
(372)

ISNMISAMK
(380) 

57 513.2429 2 

Spot 92 262072808 74 4 
(254)

MVIEYAR
(260) 

36 448.7330 2 

    
(364)

LQSFYVFK
(371) 

17 516.7704 2 

    
(372)

ISNMISAMK
(380) 

22 514.2421 2 

Laminin alpha 5-like 

Spot 93 296484172 47 1 
(473)

MIIDGLR
(479) 

47 417.2442 2 

* A tabela inclui spots detectados em géis de 13 cm, com faixa de pH 4-7. Os números dos spots se referem à figura 2. 
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 As espermadesinas, identificadas como PSP 1 (porcine seminal plasma protein 

1) e BDH - 2 (Bodesina 2) compreenderam 20,9% e 10,2% da intensidade total de todos 

os spots válidos nos géis, respectivamente. A clusterina representou o segundo mais 

abundante grupo de proteínas nos géis, representando 19,8% das densidades ópticas 

integradas de todos os spots detectados nos mapas. Houve uma associação negativa (r = 

- 0,87, p <0,05) entre a intensidade de um spot de clusterina (ponto # 27) e a 

porcentagem de espermatozóides com a membrana funcional. Outras principais 

proteínas encontradas no plasma seminal de cateto incluem: glutationa peroxidase 

secretada do epidídimo (6,2%), albumina (2,6%) e anexina 5 (2,0%). Muitas proteínas 

apareceram num padrão polimórfico no mapa, como trens de isoformas, como a 

clusterina (27 spots), a glutationa peroxidase secretada do epidídimo (12 spots), inter-α- 

tripsina (11 spots), fragmento da proteína de ligação a IgG (10 spots), PSP-1 (7 spots), 

albumina (6 spots), transferrina (4 spots) e hexosaminidase B (4 spots), entre outros. 

Outras proteínas identificadas no plasma seminal de catetos incluem zeta globina, 

ceruloplasmina e carboxipeptidase E e T (Figura 2, Tabela 2). 

 De acordo com as ontologias genéticas (Figura 3), as proteínas do plasma 

seminal de catetos participam de diversos processos biológicos, incluindo os processos 

de desenvolvimento e metabolismo, localização e interação com outras células e com o 

organismo. No entanto, a maioria das proteínas está envolvida na regulação (18%), 

processos celulares (17%) e na resposta a estímulos (14%). E no que se referem as suas 

funções moleculares, a maioria das proteínas participam em vias de ligação (55%), 

seguido de atividades catalíticas (19%) e atuando como chaperonas (7%).  
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Figura 3: Ontologia dos genes das proteínas do plasma seminal de catetos (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758) baseado em seus processos 

biológicos (A) e função molecular (B). Os dados das proteínas foram analisados usando um software para pesquisa de proteínas. Os termos 

foram obtidos da base de dados UniProtKB and EBI GOA. 
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 A maioria das proteínas identificadas no presente trabalho foi secretada (72%), 

poucas estavam associadas com a membrana plasmática (5%) e a macromoléculas 

complexas (3%). No entanto, algumas destas proteínas são tipicamente proteínas 

intracelulares, proveniente de núcleo (5%), citoplasma (3%) e das mitocôndrias (3%). 

      A análise de interação (Figura 4) mostrou que a clusterina interage com uma vasta 

gama de grupos de proteínas, tais como a SERPINF2 (alpha-2-plasmin inhibitor), 

TIMP-1 (tissue inhibitor of metalloproteinase 1), FN1 (fibronectin precursor), PLG 

(plasminogen precursor), A2M (alpha-2-macroglobulin) e SPARC (secreted protein 

acidic and rich in cysteine), entre outras. 

 

 

Figura 4: Interações das proteínas conhecidas e preditas para clusterina, de acordo com 

a base de dados STRING (v 9,05). Dada a ausência do sequenciamento da Clusterina 

para os catetos (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758), selecionamos as informações de Bos 

taurus. Somente interações com a maior pontuação de confiança (0.900) são mostradas. 

As interações incluem associações funcionais e na estrutura física (A) e modos de ação 

(B). CLU: clusterina; SERPINF2: alpha-2-plasmin inhibitor; TIMP-1: tissue inhibitor of 

metalloproteinase 1; FN1: fibronectin precursor; PLG: plasminogen precursor; A2M: 

alpha-2-macroglobulin; SPARC: secreted protein acidic and rich in cysteine; APP: 

amyloid beta 4 protein; VWF: Von Willebrand factor; SERPINE1: plasminogen 

activator inhibitor 1; TGFB3: transforming growth factor beta 3. 
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2.5 DISCUSSÃO 

 

 A combinação da eletroforese bidimensional, análise computadorizada das 

imagens dos géis e espectrometria de massa nos permitiu montar um perfil 

compreensivo das principais proteínas do plasma seminal de catetos. As avaliações dos 

parâmetros espermáticos como concentração, motilidade, morfologia, integridade e 

funcionalidade da membrana, indicam que os animais usados neste estudo apresentaram 

valores considerados normais para a espécie. Ao nosso conhecimento, esta é a primeira 

descrição proteômica do plasma seminal de catetos adultos, sendo assim, identificou-se 

93 spots no gel bidimensional, correspondente a 23 proteínas. De fato, estes spots 

representaram as principais proteínas do plasma seminal, pois suas intensidades são 

equivalentes a 83,6% da intensidade de todos os spots detectados no gel principal e 

94,5% de todos os spots detectados no mapa proteico de cada animal. As proteínas do 

plasma seminal de catetos são diversas e possuem potencial para afetar a reprodução do 

macho por diversos mecanismos. A seguir, discutiremos sobre os principais atributos de 

cada proteína, de acordo com o seu grupo funcional. 

 

 

Proteínas associadas com a proteção da função e integridade do espermatozoide 

 No presente estudo, muitos grupos de proteínas foram associados à função de 

proteção espermática, incluindo as chaperonas e as proteínas antioxidantes. Como 

chaperonas, o plasma seminal de catetos expressou Clusterina e a T-complex protein 1 

(TCP1), subunidade gama, enquanto que aquelas que expressam propriedade 

antioxidante são, glutationa peroxidase, ceruloplasmina, albumina e transferrina. As 

espécies reativas de oxigênio (ERO’s) são produtos do metabolismo aeróbico, são 

prejudiciais às células, oxidando lipídios da membrana da célula, bem como a do DNA. 

Assim, a maioria das células conta com os radicais livres para protegê-las dos efeitos 

tóxicos das ERO’s (DREVET, 2006). O principal local, no trato reprodutor masculino, 

que produz enzimas que agem contra as ERO's, é o epidídimo, o qual produz 

superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. (DACHEUX et al., 2006). No 

plasma seminal dos catetos, a glutationa peroxidase (GPX) é encontrada como inúmeras 

isoformas de baixo peso molecular, provavelmente devido a variação dos graus de 

glicolização (ZHANG et al., 2008). Assim, semelhante ao que acontece em outras 
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espécies, estas enzimas protegem as células espermáticas dos catetos contra o peróxido 

de hidrogênio e lipoperóxidos, mantendo a funcionalidade, prevenindo a redução da 

motilidade celular (ALVAREZ e STOREY, 1989) e uma reação prematura do 

acrossoma (VERNET et al., 1999). 

 A albumina é outro componente do plasma seminal dos catetos. Esta é secretada 

em quase todos os fluidos corporais, e no sêmen, protege o espermatozoide se ligando 

aos hidroperóxidos, prevenindo danos oxidativo (STOREY, 1997). Embora a secreção 

das glândulas acessórias contenham albumina em grande quantidade (SOUZA et al., 

2012), a maioria da albumina do plasma seminal se origina da cauda do epidídimo em 

muitas espécies domésticas (FOUCHÉCOURT et al., 2000). Outra habilidade da 

albumina é ligar-se à membrana espermática durante o trânsito epididimário e participar 

do processo de fertilização (GONÇALVES et al., 2008b). 

 A transferina também foi encontrada no plasma seminal de catetos, e se liga ao 

ferro, provavelmente age quelando o excesso de ferro iônico, protegendo o 

espermatozóide da peroxidação lipídica (WAKAHAYASHI et al., 1999) e prevenindo o 

crescimento bacteriano (FARNAUD e EVANS 2003). Os níveis de transferrina no 

plasma seminal de ratos estão correlacionados com os defeitos espermáticos 

(BERNSTEIN, 1987), espermatozoides totais e infertilidade no homem (HOLMES et 

al., 1982, FORESTA et al., 1986) e capacidade espermatogênica em touros (GILMONT 

et al., 1990). Contudo, a transferrina reage com o ferro férrico e ferroso e então o 

converte em ferro estático. Essa conversão é catalizada pela ceruloplasmina, outra 

enzima identificada no plasma seminal dos catetos (HELLMAN e GITLIN, 2002). 

Desta forma, tanto a transferrina como a ceruloplasmina estão envolvidas no 

metabolismo do ferro, prevenindo o estresse oxidativo. Além disso, a ceruloplasmina é 

um antioxidante que age particularmente reciclando o anion superóxido (GOLDSTEIN 

et al., 1979). Baseado em estudos com humanos (DACHEUX et al., 2006), touros 

(MOURA et al., 2010) e carneiros (SOUZA et al., 2012), a transferrina é oriunda da 

cauda do epidídimo, no entanto, não se sabe onde a ceruloplasmina é produzida. Em 

outros mamíferos, a ceruloplasmina é secretada pela célula de Sertoli como sendo uma 

proteína de alto peso molecular (75 e 130 kDa; SKINNER e GRISWOLD, 1983). No 

presente estudo, esta proteína apresenta três spots de aproximadamente 120 kDa, similar 

ao que ocorre nas outras espécies. 

 TCP1 (gene CCT) é um complexo com função de chaperona, são proteínas 

citosólicas expressas abundantemente nos testículos (SOUÈS et al., 2003) onde se ligam 
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à actina e tubulina, regulando assim a reorganização do citoesqueleto das espermátides 

durante a espermiogênese (LIU et al., 2011). As TCP’s são compostas de muitas 

subunidades, as quais se combinam e também podem se ligar a outras proteínas, 

formando assim multicomplexos. Alguns destes complexos estão presentes na 

superfície dos espermatozoides de camundongos e suínos (BELLEANNÉE et al., 

2011a) e atuam mediando a interação espermatozoide-oócito (DUN et al., 2011). 

Entretanto, a presença de CCT 5 e 8 na membrana espermática de touros foi 

correlacionada negativamente com a fertilidade. Uma possível explicação seria a falha 

na remoção das CCT’s nos estágios finais da espermatogênese (D’AMOURS et al., 

2010). Embora as TCP’s sejam proteínas citosólicas, membros dessa família estão 

presentes no fluido da cauda do epidídimo (BELLEANNÉE et al., 2011b) e no plasma 

seminal (KERSHAW-YOUNG e MAXWELL, 2012) de ruminantes. A função exata da 

CCT3 identificada no plasma seminal de catetos ainda não está clara, mas uma 

possibilidade é que ela interage com outras chaperonas, como a Clusterina, prevenindo a 

degradação de proteínas durante a maturação no epidídimo. 

 Nos géis do plasma seminal de catetos, a clusterina foi a proteína mais 

polimórfica (27 spots) e a segunda proteína mais abundante do grupo. Achados 

similares foram reportados em ruminantes, onde a clusterina foi o principal componente 

encontrado no fluido da cauda do epidídimo e das glândulas sexuais acessórias 

(IBRAHIM et al., 1999). A variedade no peso molecular e nos pontos isoelétricos são 

resultados de glicolização (SENSIBAR et al., 1993) e ou fosforilação pois foi 

encontrado sítios de fosforilação da serina/treonina em alguns spots da clusterina 

analisados pela espectrometria de massa. Quando a expressão da clusterina no plasma 

seminal é comparada com outras espécies já estudadas, como bovinos (MOURA et al., 

2007; 2010) e ovinos (SOUZA et al., 2012) , a abundância e a diversidade de isoformas 

é única nos catetos. Entretanto, o significado específico da função da clusterina em 

muitas funções ainda não é elucidado. Sabe-se que a clusterina é multifuncional, agindo 

como chaperona (HUMPHREYS et al., 1999), protendo as células do trato reprodutor 

masculino contra apoptose (BAILEY et al., 2002) ou ataques do complemento (MERI e 

JARVA, 2001) e atua também como removedor dos danos nas células espermáticas no 

epidídimo (ZALATA et al., 2012). De acordo com Carver e colaboradores (2003), a 

clusterina é propensa à ligação com diferentes proteínas in vivo, e pode interagir com 

células reguladoras do crescimento (como a SPARC) bem como proteases e inibidores 

de proteases, como o PLG, A2M, TIMP-1, SERPINF2 e SERPINE1. Clusterina possui 



 

78 

 

também um potencial de ligação com fibronectinas - as quais participam na adesão e na 

manutenção da estrutura celular -, com proteínas de duplo receptores (APP), e com 

moduladores do crescimento celular, como a TGFB3. A clusterina se liga também aos 

espermatozóides para facilitar a relação entre célula espermática e os fluidos do trato 

reprodutivo (GRIFFITHS et al., 2009). Além destes fatores, a intensidade de um spot da 

clusterina (nº 27, Fig. 1) foi associada negativamente com a porcentagem de 

espermatozoides com membrana intacta. Em touros e carneiros, um pequeno número de 

clusterina estava associado aos espermatozoides, em contraste com as células com 

defeitos na morfologia, as quais exibiam muita clusterina ligada à eles (IBRAHIM et 

al., 2001 a,b). A clusterina se liga às regiões hidrofóbicas dos espermatozoides 

danificados. Neste caso, a clusterina pode ter sido transferida da superfície de células 

normais para células defeituosas (BAILEY e GRISWOLD 1999) como uma via para 

resgatar alguns espermatozoides ou acelerar a remoção de outros que estejam morrendo 

ou já estejam mortos (BAILEY et al. , 2002). Assim, a expressão abundante e a 

diversidade de isoformas de clusterina no plasma seminal de catetos, podem estar 

relacionadas a algumas dessas funções diversas.  

 As proteínas da família Inter alfa anti tripsina são estruturalmente caracterizadas 

como sendo de cadeias leves (L) e as outras três são de cadeias pesadas (H1, H2 e H3; 

STEINBUCH e LOEB, 1961). A cadeia pesada H4 foi posteriormente identificada 

(DIARRA-MEHRPOUR et al., 1998), porém essa cadeia não possui a propriedade de 

protease inibidora, agindo bastante como uma proteína de fase aguda (PIÑEIRO et al., 

2004). Proteínas de fase aguda estão normalmente presentes em pequenas quantidades 

de fluidos biológicos e são liberadas durante as reações inflamatórias (PIÑEIRO et al., 

1999). Algumas destas proteínas, como a inter alfa anti tripsina, tem sido descrita como 

componente dos fluidos do trato reprodutivo (MOURA et al., 2010) onde modulam 

ações de defesa nas reações inflamatórias e infecções, porém o presente rabalho é o 

primeiro a reportar a presença da Inter alfa anti tripsina H4 no plasma seminal.  De 

forma similar à clusterina, a Inter alfa anti tripsina H4 inibe a ativação do sistema 

complemento e alguns danos (GARANTZIOTIS et al., 2008). Assim, é possível que 

essa proteína trabalhe de forma conjunta para proteger o espermatozoide contra as 

reações inflamatórias. 

 Uma das principais causas de infertilidade em humanos e animais são os 

anticorpos anti espermatozoides, os quais reagem com as proteínas presentes na 

superfície espermática e prejudica a fertilização (PARADISE et al., 1996). Para reduzir 
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estes efeitos, em humanos, o plasma seminal contem proteínas que se ligam à IgG 

(CHIU e CHAMLEY 2003), as quais se ligam ao IgG via fragmento de ligação (Fc) e 

previne esta reação com os anticorpos (THALER  et al., 1989). Ao nosso 

conhecimento, esta é a primeira vez que as proteínas que se ligam à IgG são descritas no 

plasma seminal de um mamífero. O peso molecular destas proteínas identificadas no 

nosso estudo são semelhantes àquelas encontradas em humanos (WITKIN et al., 1983), 

e parecem desempenhar funções semelhantes. 

 

Proteínas lipofílicas 

 Lipocalin-15 é a proteína suína homóloga à PGDS (lipocalin-type prostaglandin-

D-synthase). Esta proteína é membro da família lipocalin, a qual consiste de várias 

proteínas pequenas que compartilham características comuns de ligação e transporte de 

moléculas lipofílicas (PERVAIZ e BREW 1987). A fonte de PGDS no sêmen é o 

epidídimo, onde é expressa como uma série de spots de 21-26 kDa, com diferentes 

pontos isoelétricos (BELLEANNÉE et al., 2011b; SOUZA et al., 2012). Em touros, 

PGDS se liga ao acrossoma dos espermatozoides presentes na cauda do epidídimo 

(GERENA et al., 2000) e mantem esse padrão até as células espermáticas entrarem em 

contato com os fluidos das glândulas sexuais acessórias e do oviduto (SOUZA et al., 

2008). A intensidade do spot de PGDS no mapa bidimensional do plasma seminal está 

associada positivamente com a fertilidade, em touros (KILLIAN et al., 1993) e 

tratamentos dos espermatozoides e oócitos com anticorpos contra PGDS bovino reduziu 

as taxas de fertilização e o desenvolvimento embrionário inicial (GONÇALVES et al., 

2008a,b). Portanto é possível que a PGDS, uma proteína típica do epidídimo, influencie 

eventos relacionados ao processo de fertilização. 

 Proteína epididimária E1, outro componente lipofílico, representa 1,2% da 

intensidade de todos os spots dos géis do plasma seminal de catetos e é expressa como 

uma série de três spots, possivelmente devido a diferentes glicoforma. Essa proteína foi 

anteriormente encontrada em touros (MOURA et al., 2010), suínos (OKAMURA et al., 

1999) e humanos (DACHEUX et al., 2006), no fluido da cauda do epidídimo, e no 

plasma seminal de carneiros (SOUZA et al., 2012). Proteína epididimária E1 está 

envolvido nas modificações de membrana durante a maturação epididimária 

(OKAMURA et al., 1999). 

 Anexinas são dependentes do cálcio, e também são proteínas que se ligam à 

fosfolipídeos, está presente em muitos tecidos e é envolvida em inúmeros eventos 
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celulares (GERKE e MOSS, 2002). Anexina 5 (ANX5) liga-se ao cálcio através do 

domínio CUB (GABORIAUD et al., 2011) e participa na sinalização intracelular 

relacionada a apoptose, em associação com proteínas do citoesqueleto. ANX5 participa 

de eventos citodinâmicos, como fusão da membrana e exocitose (HAWKINS et al., 

2002; KAWAMINAMI et al., 2002). Embora as anexinas tenham localização 

intracelular, alguns trabalhos já mostraram a presença de ANX5 no plasma seminal de 

humanos (CHRISTMAS et al., 1991). ANX5, em humanos, é um componente da 

membrana espermática (XU et al., 2012) e protege, tanto a membrana celular quanto o 

DNA, dos danos oxidativo (LU et al., 2011). Anexina 5 é também a principal proteína 

do plasma seminal de coelhos (ARRUDA-ALENCAR et al., 2012) a qual é expressa 

como isoformas de 66-70kDa, representanto aproximadamente 38% da intensidade de 

todos os spots do gel 2D. Em catetos, a anexina 5 representa somente 2% da intensidade 

de todos os spots, no entanto os três spots de ANX5 possuem peso molecular e ponto 

isoelétrico semelhante ao encontrado nos géis do plasma seminal de coelhos. Embora a 

função da ANX5 no plasma seminal de catetos seja ainda desconhecida, é possível que 

desempenhe a função de proteção, como mostrado em humanos. 

 

Proteínas mediadoras da formação de reserva de espermatozoides no oviduto e 

interação espermatozoide-oócito 

 Espermadesinas foram encontradas no plasma seminal de catetos, bem como 

também foi identificada em suínos (NIMTZ et al., 1999), garanhões (REINERT et al., 

1996), carneiros (BERGERON et al., 2005) e touros (TADESCHI et al., 2000). Essas 

moléculas são caracterizadas pela presença de um domínio CUB (CAMPANERO-

RHODES et al., 2006) e são secretadas pelo epidídimo e pelas glândulas sexuais 

acessórias (EKHLASI-HUNDRIESER et al., 2002). A PSP-1 foi o tipo de 

espermadesina mais abundante no plasma seminal de catetos, o que ocorre de forma 

similar em suínos (NIMTZ et al., 1999). No plasma seminal de suínos, a PSP-1 é 

encontrada como um heterodímero com a PSP-2 (CALVETE et al., 1995b). Esse 

dímero se liga à região acrossomal do espermatozoide, e os ejaculados com alta 

porcentagem de células positivas para PSP1/2 possui alta proporção de células viáveis, 

móveis e metabolicamente ativas (CABALLERO et al., 2006). PSP1/2 também estimula 

a migração de leucócitos para o útero logo após a ejaculação (ASSREUY et al., 2003) 

assim promove um ambiente uterino livre de microorganismos. Em suínos, as 
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espermadesinas PSP1/2 purificadas tem efeitos benéficos na manutenção da viabilidade 

espermática quando adicionados à diluidores de semen (CENTURION et al., 2003). 

 Bodesina 2 é outro representante da família das espermadesinas que foi 

identificado no plasma seminal de catetos. Em carneiros, a bodesina 2 seminal é 

originária das glândulas vesiculares e cauda do epidídimo (SOUZA et al., 2012). Como 

foi reportado para a PSP1, a bodesina 2 também se liga a superfície do espermatozoide 

de carneiros (SOUZA et al., 2012) e estudos tem sido conduzidos para decifrar sua real 

função, no entanto os resultados são inconclusivos devido a baixa eficiencia dos 

procedimentos de purificação e incompleta caracterização bioquímica (CAJAZEIRAS 

et al., 2009). Particularmente em suínos, as espermadesinas estão envolvidas na 

formação da reserva no oviduto e na ligação espermatozoide-oócito. A interação com os 

receptores do oócito ocorre através do domínio CUB (TOPFER-PETERSEN et al., 

2008). Portanto, é possível que as espermadesinas presentes no plasma seminal dos 

catetos se liguem à membrana espermática afetem os eventos antes e depois da 

fertilização. 

 Receptores da acetilcolina (AChR) estão presentes nos espermatozoides de 

humanos (PLACZEK et al., 1988), camundongos (BRAY et al., 2005) e coelhos 

(YOUNG e LAING, 1991). Nos espermatozoides murinos, eles estão localizados 

próximo a região da peça intermediária, onde regulam a motilidade espermatica, 

provavelmente devido a habilidade de aumentar os níveis de cálcio (BRAY et al., 2005). 

Adicionalmente, outros estudos mostraram que a função do AChR é induzir a reação do 

acrossoma com a zona pelúcida (SON e MEIZEL, 2003) quando aumenta o cálcio 

intracitoplasmático e ativa a fosfolipase C. Na ausência desse receptor, a elevação do 

cálcio intracitoplasmático e a consequente reação acrossomal pode não acontecer 

(JALDETY et al., 2012). Devido o papel importante desempenhado por estes, até os 

espermatozóides alfa7-null têm a motilidade prejudicada (BRAY et al., 2005). Apesar 

disso, receptor nicotínico da acetilcolina 7 (CHRNA7) foram encontrados no plasma 

seminal de catetos como spots únicos e representaram somente 0,2% da intensidade de 

todos os spots, e é possivel que essa proteína derive de uma célula espermática e pode 

não representar verdadeiramente um componente do plasma seminal. 

 Glicosidases como, galactosidase, fucosidase e monosidase, entre outros, são 

componentes comuns do plasma seminal de muitas espécies como os carneiros 

(SOUZA et al., 2012), humanos (CORRALES et al., 2002), touros (KELLY et al., 

2006) e galos (DROBA e DROBA, 1987). A maioria das glicosidases advêm do 
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epidídimo (DACHEUX et al., 2006; MOURA et al., 2010) onde desempenham o papel 

de modificação dos resíduos de glicose das glicoproteínas presentes na superfície do 

espermatozoide como parte da maturação epididimária (TULSIANI et al., 1998). 

Adicionalmente, algumas delas comportam-se como lectinas, fazendo ligação com os 

resíduos glicosídicos da membrana espermática e agundo como sítios de ligação para 

reconhecer as glicoproteínas da zona pelúcida (MIRANDA et al., 2000).  

 Beta hexosaminidase, identificada no plasma seminal de catetos, está presente 

também no plasma seminal de coelhos (FAROOQUI e SRIVASTAVA 1980), suínos 

(DARON e AULL 1985) e homens (KAPUR e GUPTA 1986), bem como no fluido da 

cauda do epidídimo de touros (MOURA et al., 2010). Hexosaminidases se ligam a 

membrana espermática durante o trânsito epididimário (PEREZ MARTINEZ et al., 

2008) e participa na ligação entre o espermatozoide e zona pelúcida (MIRANDA et al., 

2000). No fluido seminal de catetos, a hexosaminidase é expressa como quatro 

isoformas com 120 kDa, muito similar à hexosaminidase seminal de suínos (DARON e 

AULL 1985). Parece, portanto, que essa proteína participa no reconhecimento 

espermatozoide-oócito, bem como foi mostrado em outras espécies. 

 A família das tetraspaninas é formada por proteínas que possuem quatro 

domínios dentro das membranas, e estão envolvidas na regulação do tráfico de outras 

proteínas (BERDITCHEVSKI e ODINTSOVA, 2007). Algumas tetraspaninas, como a 

CD9 e a CD81, estão envolvidas na fusão do espermatozoide com o oócito (KAJI et al., 

2000), provavelmente através de ligações com as integrinas (ZIYYAT et al., 2006). 

Algumas proteínas estão presentes nos prostassomos (UTLEG et al., 2003) e 

epididimossomos (THIMON et al., 2008), e esses exossomos do trato reprodutivo estão 

envolvidos na transferência de proteínas para o espermatozoide durante a maturação 

epididimária ou após a ejaculação (SAEZ et al., 2003; SULLIVAN et al., 2007). Este é 

o primeiro estudo que descreve a presença da CD63 no plasma seminal. E é possível 

que a tetraspanina CD63 seja um componente do exossomo presente no plasma seminal 

dos catetos, no entanto, sua função nos eventos reprodutivos ainda não está esclarecida. 

 Outra inesperada proteína encontrada no plasma seminal é a caseína alfa S1. 

Como já estabelecido, as caseínas são as principais proteínas presentes no leite e não 

são componentes típicos do plasma seminal. No entanto, a caseína alfa S1está presente 

nas secreções da próstata de humanos (XU et al., 2006) e também encontrada na 

membrana de espermatozoides ejaculados, participando na fusão espermatozoide-

oócito, em bovinos (PATE et al., 2008) e suínos (MORI et al., 1996). Além disso, a 
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caseína alfa S1 tem a habilidade de estabilizar o íon cálcio, bem como aumentar a 

incorporação do cálcio em inúmeros tipos celulares, assim o papel desenvolvido pela 

caseína na fertilização é a estimulação da reação acrossômica (MORI et al., 1996). 

 

Proteases 

 A proteólise extracelular controlada implica na diferenciação e maturação do 

espermatozoide no trato genital dos mamíferos (FRITZ et al., 1993). As proteases 

participam na remodelação da membrana dos espermatozoides durante o trânsito 

epididimário e na capacitação espermática (SIGNORELLI et al., 2012). No presente 

trabalho, identificou-se duas proteases no plasma seminal dos catetos, carboxipeptidase 

E e catepsina L1. De forma particular, carboxipeptidase E é componente do plasma 

seminal humano (MARQUÍNEZ et al., 2003) e, em suínos, é oriunda do epidídimo 

(GUYONNET et al., 2009). Em outros tecidos do trato reprodutivo, a carboxipeptidase 

E está envolvida no processo proteolítico que precede a liberação de hormônios e outros 

produtos peptídicos (FRICKER, 1988). De fato, Guyonnet e colaboradores (2009) 

encontraram altas expressões desta proteína no corpo do epidídimo, onde os processos 

ontológicos e as funções são associados com a atividade do retículo endoplasmático. No 

plasma seminal, o papel desenvolvido pela carboxipeptidase E ainda é desconhecido. 

Entretanto, baseado nos casos de outras carboxipeptidases liberadas nos fluidos do trato 

reprodutivo (MÉTAYER et al., 2002), a carboxipeptidase E pode desenvolver o papel 

de modificação das proteínas da membrana espermática durante a maturação 

epididimária. 

 Catepsinas são proteases que participam na ativação de precursores enzimáticos 

e na regulação da apoptose (ZHENG et al., 2008). Essas proteases tem sido detectadas 

no plasma seminal de muitas outras espécies como carneiros (SOUZA et al., 2012), 

touros (KELLY et al., 2006) e humanos (WANG et al., 2009). Precursores da catepsina 

L1 (Procatepsina L), identificados no presente estudo, são oriundos do epidídimo e 

também foram encontrados em ratos (TOMOMASA et al., 1994), touros (MOURA et 

al., 2010) e suínos (OKAMURA et al., 1995). Pró enzimas são ativadas para maturar as 

catepsinas das células espermatogênicas (O’BRIEN et al., 1993), e no fluido 

epididimário (TOMOMASA et al., 1994), acredita-se que afetam a maturação 

espermática. Além disso, catepsina D presente no fluido da cauda do epidídimo está 

positivamente associado com a taxa de não retorno ao estro em vacas (MOURA et al., 

2006). 
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Outras proteínas do plasma seminal 

 Actina é uma proteína intracelular, associada ao citoesqueleto e age na célula 

espermática realizando a capacitação e reação acrossômica (BRENER et al., 2002). 

Além disso, essa proteína é bastante encontrada como um componente do plasma 

seminal de carneiro (SOUZA et al., 2012), bem como no fluido da cauda do epidídimo 

de touros (MOURA et al., 2010) e carneiros (SOUZA et al., 2012). A actina não possui 

função confirmada nos fluidos do trato reprodutivo e é provável que sua presença nas 

secreções seja resultado de escape de células danificadas ou mortas. 

 A proteína zetaglobina foi recentemente descrita como sendo uma das principais 

proteínas presentes no plasma seminal de coelhos (ARRUDA-ALENCAR et al., 2012), 

no entanto não há descrição de proteínas semelhantes em outras espécies. 

 Em conclusão, o presente estudo descreve o mapa das principais proteínas 

presentes no plasma seminal de catetos. Baseado na análise da ontologia gênica , as 

proteínas seminais destes animais apresentam uma diversidade de funções e estão 

potencialmente envolvidas em processos reprodutivos como proteção espermática, 

modificação da membrana do espermatozoide e ligação espermatozoide-oócito. O 

conhecimento da biologia reprodutiva das espécies silvest res é crucial para um 

completo entendimento das estratégias de sobrevivência e adaptação aos diversos 

ambientes. Além disso, o estudo fornece subsídios para auxiliar no desenvolvimento de 

técnicas de reprodução assistida como a criopreservação de gametas, inseminação 

artificial e fertilização in vitro. 
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3  CAPÍTULO 3 - ESTUDO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA NO PLASMA 
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Study on the enzyme activity of the seminal plasma of collared peccaries (Pecari 

tajacu LINNAEUS 1758) 

 

 

3.1 RESUMO 

 

O estudo das enzimas que estão presentes no sêmen auxilia no entendimento de 

mecanismos pelos quais as células espermáticas sofrem influencias positivas e negativas 

das espécies reativas de oxigênio (ERO’s), as quais são produzidas normalmente por 

todas as células vivas. Além disso, essa compreensão melhoraria o entendimento das 

bases fisiológicas dessa espécie. Assim, foram investigadas a atividade da catalase 

(CAT), superóxido dismutase (SOD), guaiacol peroxidase (POX) e ascorbato 

peroxidase (APX) no plasma seminal de catetos. Com o auxílio de espectrofotometria 

não foi detectado atividade de nenhuma das enzimas estudadas, concluindo assim que 

outros mecanismos compensatórios protegem a célula espermática dos ataques das 

ERO’s, como por exemplo, a presença significativa da glutationa peroxidase (GPx) 

encontrada no plasma seminal dos catetos.   
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3.2 INTRODUÇÃO 

 

 

 Os catetos (Pecari tajacu LINNAEUS 1758) são animais silvestres exclusivos 

das Américas, habitando desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, 

estando presente em praticamente todos os biomas (BODMER e SOWLS, 1996). 

Devido ao alto interesse na comercialização internacional de seu couro, esta espécie 

vem sendo bastante caçada. Portanto, apesar da população ser considerada estável 

(IUCN, 2013), a caça predatória aliada à fragmentação de seu habitat, estão a reduzindo 

e a fazendo desaparecer em alguns biomas (DESBIEZ et al., 2012). Assim, o 

conhecimento de diferentes aspectos reprodutivos dos catetos auxiliaria no manejo 

destes animais, permitindo o desenvolvimento de biotécnicas que possibilitassem a 

multiplicação destes animais em cativeiro e sua conservação em seu habitat natural.  

Apesar dos catetos estarem separados da família Suidae desde dezenas de 

milhões de anos (BERNIRSHCHKE, 1974), o porco doméstico (Sus scrofa domesticus) 

é a espécie que possui maior proximidade filogenética com os mesmos. Nos suínos, foi 

demonstrado que a composição do plasma seminal é influenciada por inúmeros fatores, 

dentre eles, o fotoperíodo e temperatura possuem marcada influencia 

(KAZIOROWSKA-GILUN et al., 2011; SANCHO et al., 2004). Dentre os 

componentes do plasma seminal, o estudo das enzimas auxilia no entendimento de 

mecanismos pelos quais as células espermáticas sofrem influencias positivas e negativas 

das espécies reativas de oxigênio (ERO’s), as quais são produzidas normalmente por 

todas as células vivas. Além dos suínos, a presença, bem como, a atividade enzimática 

no plasma seminal tem sido descrita em outras espécies como os ovinos (MARTI et al., 

2007), equinos (KANKOFER et al., 2005), caninos (CASSANI et al., 2005) e humanos 

(SANOCKA et al., 1996) mas ainda não há relatos de estudos direcionados aos catetos.  

Positivamente, as ERO’s atuam na regulação da taxa de hiperativação das 

células espermáticas, ocorrência de reação acrossômica e fusão com o oócito 

(SENGOKU et al., 1998). Por outro lado, quando estão em quantidades excessivas, 

podem promover o estresse oxidativo, causando danos aos espermatozoides através do 

mecanismo de peroxidação lipídica sobre todas as membranas celulares (AITKEN et al., 

1993). Tais prejuízos podem ser mitigados através do sistema antioxidante capaz de 

remover os agentes causadores de oxidação antes que estes possam causar injúrias 

(superóxido dismutase – SOD, catalase – CAT, ascorbatoperoxidase – APX), ou agindo 
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como reparador do dano já gerado (guaiacol peroxidase) (VALENÇA e GUERRA, 

2007). 

Assim, o objetivo desse trabalho foiverificar a atividade das enzimas catalase 

(CAT), superóxido dismutase (SOD), guaiacol peroxidase (POX) e ascorbato 

peroxidase (APX) no plasma seminal de catetos (Pecari tajacu). 

 

3.3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 Todos os protocolos foram aprovados pelo comitê de ética da Universidade 

Federal Rural do Semi-Árido (UFERSA), processo nº 23.091.0254/11-88. 

 

3.3.1 Animais:  

 

 

 Os animais utilizados no experimento foram oriundos do Centro de 

Multiplicação de Animais Silvestres – CEMAS (UFERSA), localizado na região 

semiárida do Brasil (Mossoró, RN: 5°10’S, 37°10’W), com uma média anual de 

temperatura de aproximadamente 27ºC. Os machos, sexualmente maduros, mantidos em 

cativeiro, pesando em média 20,0 ± 0,1 kg com idade de 21 ± 1 meses, foram isolados 

das fêmeas 6 meses antes do início do estudo. Estes foram mantidos em grupos de seis 

animais confinados em piquetes (20 m x 3 m), e a dieta à base de frutas, ração 

balanceada e água à vontade.  

 

3.3.2 Coleta e Avaliação Clássica do Sêmen: 

 

 

 Os animais foram fisicamente contidos em um puçá, e anestesiados pela 

administração intravenosa de 5 mg/kg de Propofol (Propovan
®
, Cristalia, Fortaleza, 

Brazil) (SOUZA et al., 2009). O sêmen foi obtido por eletroejaculação, conforme 

metodologia descrita por CASTELO et al. (2010). Procedeu-se a avaliação das 

características seminais e, em seguida, o sêmen foi centrifugado a 700g por 10 minutos, 

sendo o plasma seminal transferido para microtubos (1,5 mL) e estocado a -20°C. 
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3.3.3 Determinação da atividade enzimática antioxidante nos ejaculados: 

 

 

 - Catalase (CAT): A atividade da catalase foi baseada nos métodos descritos por 

PEXITO (1999) e SUDHAKAR et al. (2001). Uma alíquota de 0,05 mL do plasma 

seminal foi adicionada a 0,95 mL de H2O2 12,5 mM em tampão fosfato de potássio, 75 

mM, pH 7,0. A mistura reacional foi incubada a 30°C. A atividade de CAT foi estimada 

pela medida de decréscimo na absorbância a 240 nm com intervalos de 30 segundos, 

utilizando-se o coeficiente de extinção molar de 36 M
-1

 cm
-1

 (ANDERSON et al., 1995) 

e expressa com micromol de H2O2 por miligrama de proteína (µmol H2O2/mgP). 

 

 - Superóxido Dismutase (SOD): Sua atividade foi avaliada segundo metodologia 

descrita por VAN ROSSUM et al., (1997). Alíquotas de 40 µL de plasma seminal foram 

adicionadas em uma placa de micropoços contendo uma mistura composta por 0,02 mL 

de tampão fosfato de sódio 0,5 M (pH 7,8), 0,01 mL de Triton X-100 0,50%, 0,02 mL 

de L-metionina 130 mM, 0,01 mL de EDTA 2 mM, 0,02 mL de NBT 0,75 mM, 0,02 

mL de riboflavina 1,0 mM e água grau milli-Q q.s.p. 200 µL. A adição do nitro azul de 

tetrazólio (NBT) e da riboflavina foi feita na ausência de luz, para evitar que a reação 

desse início. A mistura reacional foi exposta à luz (lâmpada fluorescente circular de 32 

W) dando início a reação, por cinco minutos. A produção de formazana azul foi medida 

pela leitura de absorbância a 630 nm fornecida por leitora de ELISA (Automated 

Microplate Reader, modelo ELX800-Bio-Tek Instruments
®
, Inc.). Foi realizado um 

ensaio em branco, como controle, onde foram colocados todos os reagentes com 

exceção do plasma, quando ocorre a redução máxima do NBT. A atividade da enzima 

foi determinada de acordo com sua capacidade de inibir a formação da formazana azul. 

Uma unidade de atividade (UA) foi definida como a quantidade da amostra necessária 

para inibir 50% da fotorredução (em relação ao controle positivo) do NBT à formazana 

azul (BEAUCHAMP e FRIDOVICH, 1971) e expressa como unidade de atividade por 

miligrama de proteína (UA/mgP). 

 

 - Guaiacol Peroxidase (POX): Para determinação da atividade desta enzima, foi 

utilizada a metodologia descrita por URBANEK et al. (1991). Como substrato para a 

reação, o guaiacol foi utilizado como doador de prótons, e o peróxido de hidrogênio, 
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aceptor. A mistura reacional consistiu de alíquotas de 0,020 mL de plasma seminal, 

0,980 mL de tampão acetato de sódio 0,05 M, pH 5,2; 0,5 mL de guaiacol 0,02 M e 0,5 

mL de peróxido de hidrogênio 0,06 M, perfazendo um volume total de 2 mL. A mistura 

foi deixada em banho-maria a 30°C, durante 10 minutos. Em seguida, a leitura da 

absorbância do composto colorido, 3,3’-dimetoxi-4-4’-bifenolquinona (DOERGE et al., 

1997) formado na reação, foi medida a 480 nm (espectrofotômetro tipo Genesys 10S 

UV-VIS da Thermo Scientific). A variação de 1,0 unidade de absorbância por minuto 

foi assumida como sendo 1,0 unidade de atividade peroxidásica (1 UA), sendo expressa 

em unidades de atividade por miligramas de proteínas (UA/mgP). 

 

 - Ascorbato peroxidase (APX): A atividade de APX presente no plasma seminal 

foi determinada de acordo com metodologia descrita por NAKANO e ASADA (1981), 

modificada por KOSHIBA (1993), adaptada para as condições experimentais. A mistura 

reacional consistiu de 600 µL do tampão fosfato de potássio 0,05 M (pH 6,0), contendo 

0,5 mM de ácido ascórbico, 100 µL de H2O2 2mM e 0,05 mL do plasma seminal. O 

decréscimo na leitura de absorbância medida a 290 nm, no intervalo de 20-180 

segundos, foi mensurado como índice de oxidação do ascorbato. A atividade APX foi 

determinada utilizando-se uma curva padrão construída a partir de concentrações 

conhecidas de ascorbato (0,1 - 1,0 µmoL ascorbato/mL). 

  

3.3.4 Análise estatística 

 

 Os dados referentes aos resultados das avaliações seminais, bem como da 

pesquisa da atividade enzimática foram expressos em média e desvio padrão. 

 

4. RESULTADOS  

 

 

Foi utilizado um ejaculado de cada animal, resultando em 9 ejaculados. Estes se 

apresentavam brancos e continham espermatozoides. Na tabela 1, são apresentados os 

valores médios referentes à avaliação do sêmen dos nove catetos.   
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Tabela 3. Valores médios (± desvio padrão) das características seminais de catetos 

(Pecari tajacu LINNAEUS 1758) coletados por eletroejaculação (n = 9 ejaculados) 

 

Características Média ± Desvio padrão 

Volume (mL) 2 ± 1,1 

Concentração espermática (x10
6
 ml

-1
) 207 ± 160,7 

Motilidade (%) 83 ± 20,9 

Vigor (0-5) 4,22± 1,1 

Espermatozoides com membrana íntegra (%) 72,5 ± 10,4 

Espermatozoides com membrana funcional (%) 80,4 ± 14,1 

Morfologia Normal (%) 80 ± 21,0 

 

  

 No tocante à atividade enzimática, não foi verificada qualquer atividade das 

enzimas CAT, POX e APX no ejaculado de nenhum dos animais investigados. Por 

outro lado, foram detectados traços da enzima superóxido dismutase, com valores 

médios de 0.034 ± 0.049 UA/mgP, em todos os animais. 

 

5. DISCUSSÃO 

 

 De nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo que investiga a atividade de 

enzimas antioxidantes no plasma seminal de catetos (Pecari tajacu). Informações sobre 

a ação (ou inexistência) de sistemas enzimáticos antioxidantes no plasma seminal 

podem fornecer detalhes da fisiologia reprodutiva desta espécie, contribuindo assim 

para o desenvolvimento de protocolos de criopreservação de gametas. O entendimento 

dos mecanismos protetores enzimáticos pode auxiliar no desenvolvimento de protocolos 

mais eficientes os quais utilizem a purificação e acréscimo de enzimas aos diluidores 

seminais, caso seja detectada a ausência das mesmas em determinadas condições, 

aumentando assim a longevidade das células espermáticas e favorecendo a conservação 

do sêmen nesta espécie. 

 Nos catetos, não foi observada atividade enzimática da CAT, POX e APX nessas 

condições de estudo. Haja vista que o experimento foi realizado durante os meses de 

agosto e setembro, a estação seca na região semiárida, as enzimas podem simplesmente 
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não terem sido sintetizadas, ou estarem sendo impedidas de exercerem sua atividade 

durante essa época. Esses resultados se assemelham àqueles obtido em suínos 

domésticos, nos quais se detectou que as quantidades de proteínas são reduzidas durante 

o período quente do ano e, ao contrário, observa-se um alto conteúdo proteico no 

plasma seminal durante o outono-inverno, exercendo efeitos protetores nos 

espermatozoides e auxiliando a manutenção da função espermática (STRZEZEK et al., 

2002). Do mesmo modo, verificou-se que carneiros coletados em épocas frias possuem 

melhores resultados de motilidade pós-descongelação, o que mostra a existência de uma 

maior quantidade de mecanismos protetores durante esse período (DOMINGUEZ et al., 

2008). 

 De fato, em um estudo prévio realizado no Texas, Estados Unidos, observaram-

se variações individuais de 5% a 90% na motilidade espermática de catetos, tendo 

observado maiores proporções de células com motilidade nos ejaculados durante a 

primavera, e proporções mais baixas no verão (HELLGREN et al., 1989). Por outro 

lado, na Amazônia brasileira, não foi descrita sazonalidade reprodutiva para machos 

desta espécie (KAHWAGE et al., 2010). 

 Apesar das outras enzimas estudadas não terem apresentado nenhuma atividade 

no plasma seminal de catetos, a SOD mostrou um discreto desempenho. Estudos 

realizados em suínos domésticos apontam que essa enzima é altamente requisitada 

durante o estoque espermático e ainda confere maior proteção na primavera ou no verão 

em relação ao outono ou inverno (KOZIOROWSKA-GILUM et al., 2011). Esse 

mecanismo pode também ocorrer nos catetos, o que talvez explique a pequena atividade 

enzimática detectada no plasma seminal dos animais deste estudo.  

 É necessário ressaltar que as ERO’s podem desempenhar um papel benéfico 

quando presentes em níveis adequados (DE LAMIRANDE e GAGNON, 1993). 

Estudos em sêmen de bovinos sugerem que derivados do oxigênio estão envolvidos no 

mecanismo de capacitação espermática, e baixas concentrações de H2O2 modificam a 

membrana e induzem a reação acrossômica (O’FLAHERTY et al., 1999). Em 

espermatozoides de camundongos, suaves condições peroxidativas, que não causem 

alterações dos grupos sulfidril, nem na motilidade espermática, aumentam o potencial 

fertilizante dessas células, por aumentar sua capacidade de ligação com a zona pelúcida 

(KODAMA et al., 1996).  

 No entanto, a peroxidação lipídica é um processo que causa danos aos 

espermatozoides através da oxidação da membrana lipídica, levando à perda de 
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motilidade e redução da habilidade de fertilização (CEROLINI et al., 2000). Em adição, 

é aceito que a criopreservação induz a formação de espécies reativas de oxigênio 

causadoras da oxidação e que diminuem a performance espermática (WATSON, 2000), 

um exemplo disso é a ação do ânion superóxido e do peróxido de hidrogênio (BUCAK 

et al., 2008). As células espermáticas são altamente sensíveis a essa agressão, tendo a 

peroxidação lipídica um papel importante na patofisiologia da infertilidade de machos 

(AITKEN et al., 1993).  

 Diante disso, os mecanismos existentes no plasma seminal que regulam as 

ERO’s devem agir de forma equilibrada, ocasionalmente degradando-as e evitando 

assim os excessos, porém, em situações adequadas, estes mecanismos precisam ser 

anulados para que as espécies reativas desempenhem sua contribuição na fisiologia 

reprodutiva.  

 Portanto, os resultados encontrados incrementam a pesquisa da fisiologia 

reprodutiva de catetos e geram perspectivas de novos estudos para desvendar em 

plenitude os processos que protegem as células espermáticas desta espécie. Assim 

estudos voltados para a detecção de atividade enzimática em períodos diferentes ou a 

pesquisa em outros fluidos podem ser uma alternativa para estudos futuros nesta 

espécie. 

 

 

6. CONCLUSÃO 

 

 Não foi detectada atividade das enzimas catalase, superóxido dismutase, 

ascorbato e guaiacol peroxidase nas nossas condições de estudo. Pesquisas futuras são 

necessários para refinar as informações sobre o arsenal de antioxidantes do plasma 

seminal nessa espécie, de forma a aperfeiçoar as biotecnologias aplicadas ao sêmen de 

catetos. 
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8. CONCLUSÕES GERAIS 

 

 

I. As proteínas seminais dos catetos apresentam uma diversidade de 

funções e estão potencialmente envolvidas em processos reprodutivos, 

 

II. As enzimas catalase, superóxido dismutase, ascorbato e guaiacol 

peroxidase não mostraram atividade nas condições desse estudo. Talvez, 

em catetos, outros mecanismos compensatórios protegem a célula 

espermática dos ataques das ERO’s. 
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9. PERSPECTIVAS  

  

 

Devido a detecção de grande quantidade de PSP-1 no plasma seminal de 

catetos e de acordo com o importante papel que desempenha, esta proteína 

poderia ser mais estudada, com o intuito de testar a adição desta na forma 

purificada em diluidores de sêmen, com o interesse de manter a viabilidade 

espermática, como já realizada em suínos. 

Com essa pesquisa, a proteômica ganha novas perspectivas no panorama 

dos estudos moleculares nas espécies silvestres. Assim sugere-se: 

I. Observar e descrever as alterações proteicas no sêmen após a 

criopreservação; 

II. Descrever o mapa proteômico dos espermatozóides submetidos ao 

processo de fertilização in vitro (FIV); 

III. Buscar correlações entre as proteínas e: 

i. Os resultados encontrados no sêmen descongelado; 

ii. Os animais que apresentaram uma maior taxa de espermatozoides 

fertilizados. 

VI. Novas condições de estudo poderiam ser analisadas afim de detectar a 

possibilidade de atividade da catalase, superóxido dismutase, ascorbato e 

guaiacol peroxidase; 

VII. Outras enzimas poderiam ser pesquisadas no plasma seminal. 
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ANEXO 1 – CARTA DE SUBMISSÃO DO ARTIGO “PROTEIN PROFILE OF 

THE SEMINAL PLASMA OF COLLARED PECCARIES (PECARI TAJACU)” À 

REVISTA REPRODUCTION. 

 

Dear Dr. Silva: 

 

Your manuscript entitled 'Protein profile of the seminal 

plasma of collared peccaries (Pecaritajacu)' has been 

successfully submitted online and is presently being given 

full consideration for publication in Reproduction. 

 

Your manuscript ID is REP-13-0220. 

 

Please mention the above manuscript ID in all future 

correspondence with the editorial office. If there are any 

changes to your contact information, please log in to 

ScholarOne Manuscripts 

at http://mc.manuscriptcentral.com/rep and edit your user 

information as appropriate. 

 

You can also view the status of your manuscript at any time 

by checking your Author Center after logging in 

to http://mc.manuscriptcentral.com/rep . 

 

Manuscript submissions are screened against the CrossCheck 

database to check for originality. 

 

We offer Open Access, please check our policy 

pages http://www.reproduction-

online.org/site/misc/Bioscientifica_Open_Access_Policy.xhtml. 

It is the authors’ responsibility to check if their funder 

mandates Open Access. 

 

Thank you for submitting your manuscript to Reproduction. 

Best wishes 

Reproduction Editorial Office 

 

 

 

http://mc.manuscriptcentral.com/rep
http://mc.manuscriptcentral.com/rep
http://www.reproduction-online.org/site/misc/Bioscientifica_Open_Access_Policy.xhtml
http://www.reproduction-online.org/site/misc/Bioscientifica_Open_Access_Policy.xhtml


 

126 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


