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RESUMO 

 

 

Objetivou-se mensurar a taxa de colesterol presente no plasma seminal (PS) 

de caprinos, e verificar se ocorre efluxo de colesterol dos espermatozóides para o PS, e 

como tal evento ocorre individualmente após uma hora de incubação a 38 °C. O 

experimento foi conduzido no Laboratório de Estudos em Reprodução Animal da UFC. 

Foram utilizados oito bodes criados intensivamente e alimentados segundo o 

NRC/caprinos (1981). Os ejaculados coletados foram divididos em três alíquotas. A 

primeira foi centrifugada para obtenção do PS, que foi acondicionado em tubos 

eppendorfs e armazenado a -18 °C. A segunda alíquota foi incubada a 38 °C / 1 h e 

depois centrifugada para obtenção do PS. Essas duas alíquotas foram analisadas quanto 

ao nível de colesterol total e HDL. A terceira alíquota foi diluída em citrato de sódio – 

glicose e submetida ao teste termorresistência, para avaliação do vigor, motilidade, 

células espermáticas normais e alterações morfológicas totais. O delineamento 

experimental empregado foi de blocos casualizados, para a análise dos dados utilizou-se 

o programa estatístico SAS
@

 9.0. Foram observadas diminuições significativas do vigor 

e da motilidade entre os tempos de incubação. Entretanto, na maioria dos animais 

ocorreu estabilização dos parâmetros a partir de 60 min de incubação. Pequena 

diferença foi observada entre os indivíduos para estes parâmetros. O nível de colesterol 

total encontrados no PS de caprinos aumentou significativamente após a incubação em 

50% dos animais. Antes e após a incubação, o nível de colesteróis total e HDL variaram 

significativamente entre os indivíduos. A proporção de colesterol HDL no PS foi muito 

elevada, os valores foram 83,79% e 78,41%, respectivamente. Foi observada uma 

associação significativamente (p<0,01) positiva e moderada, entre a proporção de HDL 

e o vigor espermático (r = 0,30) e entre a motilidade e a proporção de HDL foi 

considerada pequena (r = 0,19).  Concluiu-se que o PS de caprinos contém uma alta 

proporção de colesterol e o principal colesterol presente é o HDL. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os lipídios possuem funções importantes no processo reprodutivo e na manipulação do 

sêmen resfriado e congelado. Maldjiana et al. (2005) explanou que a presença desses 

compostos são essenciais para todos os diluidores utilizados durante o resfriamento e 

congelamento. O sêmen caprino pode ser conservado sob refrigeração a 4 ºC, podendo 

ser utilizado em um curto espaço de tempo, ou ainda congelado a -196 ºC em nitrogênio 

líquido, o que possibilita a sua utilização por um longo período de tempo. O primeiro 

diz respeito à eventual troca de componentes lipídicos entre a membrana plasmática dos 

espermatozóides e a gema de ovo como base diluidora durante a criopreservação, sendo 

o principal lipídio a fosfatidil-colina, e a interação desse a superfície da membrana é a 

chave deste processo de crioproteção (PERES, 2006). O efeito benéfico da gema de ovo 

é atribuído, principalmente, à lipoproteína de baixa densidade (LDL), a qual se liga as 

proteínas do plasma seminal evitando a saída de colesterol e fosfolipídios (BERGERON 

et al., 2004).  

A relação entre os constituintes lipídicos e a qualidade do sêmen fresco é 

considerada. O outro aspecto diz respeito à possibilidade de aumentar a congelabilidade 

do sêmen, alterando a membrana plasmática sob a influência de ácidos graxos 

(MALDJIANA et al., 2005).  

Espermatozóides de melhor qualidade, a fresco, acumularam a maior quantidade 

de lipídios após descongelar. A diminuição geral na proporção de ácidos graxos 

poliinsaturados foi observada após o descongelamento. A capacidade de lipoproteínas 

da gema de se vincular fortemente a membrana plasmática foi relatada para touros 

(VISHWANATH e SHANNON, 2000). Além disso, os espermatozóides são capazes de 

trocar os componentes lipídicos com o ambiente extracelular (VASQUEZ et al., 1997).  

 A bicamada lipídica presente na membrana não é simplesmente um meio de 

passagem passivo, nela estão presentes receptores moleculares que recebem sinais 

específicos, sendo assim uma estrutura bastante especializada (LENZI et al., 1996).  

Scott et al. (1967) sugeriram que os lipídios são uma fonte de substrato que 

permitem a maturação dos espermatozóides durante a passagem e estocagem no 

epidídimo e ainda relata que a composição e o metabolismo desses lipídios são 

diferentes nos espermatozóides testiculares e ejaculados. Relatos afirmam que as células 

espermáticas usam os lipídios nas suas vias metabólicas para a produção de uma parte 
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da sua energia e que a maturação completa dos lipídios na membrana espermática é 

atingida no trajeto através do epidídimo (LENZI et al., 1996). 

As membranas biológicas contêm colesterol, que é o responsável por aumentar a 

ordem e a rigidez da bicamada lipídica (CAMPBELL, 2000). O colesterol presente na 

membrana plasmática tem recebido muita atenção, pois o mesmo exerce vários papéis 

em todas as membranas biológicas, tais como a regulação da orientação, fluidez e a 

espessura das membranas lipídica. Além disso, o colesterol é considerado um 

componente lipídico chave, porem mais estudos acerca da ação desse lipídio durante os 

processos de capacitação e reação acrossomal devem ser realizados para comprovação 

dessa afirmação (VASQUEZ et al., 1997). Em mamíferos, o colesterol perdido pelos 

espermatozóides durante a capacitação tem sido demonstrado em muitas espécies 

incluindo bovinos,
 
coelhos, ratos e humanos (GO e WOLF, 1985).  

 Apesar da importância do colesterol removido da membrana plasmática para o 

processo de capacitação ter sido extensamente estuda, parece que a fase de separação 

dos fosfolipídios e do colesterol da membrana é mais importante para a capacitação do 

que a remoção completa do colesterol da membrana (FLESCH e GADELLA, 2000).  

Em bovinos o colesterol é o principal esteróide livre encontrado no plasma 

seminal (PARKS et al., 1987). O colesterol no plasma sanguíneo e seminal possui 

diferenças na concentração em função da época do ano e nesta espécie, esse esteróide 

tem sido indicado como marcador bioquímico de qualidade dos espermatozóides 

(BEER-LJUBIC et al., 2009). 

O plasma seminal de caprinos não possui relatos na literatura sobre a 

concentração de colesterol total e de HDL. No mesmo não há conhecimento da 

existência de fatores que promovam o efluxo de colesterol da membrana celular para o 

plasma seminal de animais criados em clima tropical. Uma melhoria da conservação do 

sêmen caprino ocorrerá quanto maior for à compreensão desses aspectos, contribuindo 

assim para a adoção de novas técnicas.  

No plasma seminal de bovinos estão presentes proteínas específicas 

denominadas BSPs (Bovine Seminal Plasma) que promovem modificações na 

membrana lipídica do espermatozóide estimulando a saída de colesterol e promovendo a 

capacitação dessas células (THÉRIEN et al., 1995), além disso, essa família de 

proteínas interagem com o colesterol HDL presente no aparelho reprodutor feminino 

propiciando o efluxo de colesterol e de fosfolipídios da membrana espermática 

(MANJUNATH e THÉRIEN, 2002).  
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O objetivo deste estudo foi mensurar a taxa de colesterol presente no plasma 

seminal de caprinos, bem como, verificar se ocorre efluxo de colesterol dos 

espermatozóides para o plasma seminal e como tal evento ocorre individualmente, após 

uma hora de incubação a 38 °C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1.  Lipídios 

 

Os lipídios são compostos que ocorrem com bastante freqüência na natureza e são 

importantes componentes de membranas plasmáticas de plantas e animais, geralmente 

são insolúveis em água e solúveis em solventes orgânicos (CAMPBELL, 2000). 

Segundo o mesmo autor, os lipídios, em função de sua natureza química dividem-se em 

dois grupos; os de cadeia aberta com cabeças polares e longas caudas apolares (ácidos 

graxos, triacilgliceróis, esfingolipídios, fosfoacilgliceróis e glicolipídios) e os 

compostos de cadeia cíclica (esteróides), um representante importante deste é o 

colesterol.  

Na membrana espermática, estudos pioneiros da bioquímica de espermatozóides 

de mamíferos e não mamíferos mostraram a presença de ácidos graxos neutros, 

colesterol, fosfolipídios (principalmente lecitina, cefalina e esfingomielina) e 

glicolipídios (SANO et al., 1922). As espécies mamíferas possuem diferenças nos 

níveis de lipídios presentes na membrana plasmática, mas em geral contém 

aproximadamente 70% fosfolipídios, 25% lipídios neutros e 5% de glicolipídios 

(FLESCH e GADELLA, 2000).  

Em alguns mamíferos, como por exemplo, em carneiros foram demonstrados a 

reorganização completa da estrutura da membrana, tanto de proteínas e lipídios durante 

a passagem do esperma através do epidídimo (WOLF et al., 1986). Quando os 

espermatozóides humanos passam da cabeça a cauda do epidídimo pode ocorrer à 

fluidez de seu biomembrana, isso conforme o grau de insaturação (associado com os 

componentes de ácidos graxos de fosfolipídios) (LENZI et al., 1996). 

Os espermatozóides têm uma composição lipídica únicas, porque são células 

diferenciadas. O perfil lipídico dos espermatozóides durante sua diferenciação, a 

maturação epididimária e o trânsito no aparelho reprodutor feminino, sofrem 

modificações que causam alterações na fluidez da membrana e na capacidade de 

resposta ao ambiente exógeno. Essas modificações estão envolvidas em eventos 

fisiológicos, como hiperativação, capacitação e reação acrossômica, que são cruciais 

para penetrar a zona pelúcida e a capacidade de fertilização dos espermatozóides 

(CASTELLINI et al., 2006). 
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Os lipossomos que compõem o colesterol e a fosfatidilserina protegem os 

espermatozóides de bovinos e garanhões dos danos do processo de congelamento, 

possivelmente por prevenir as alterações deletérias do processo de resfriamento 

(WILHELM et al., 1996). 

A capacidade dos espermatozóides testiculares de sintetizarem lipídios é maior do 

que o das células do ejaculado, sendo que os espermatozóides testiculares possuem 25% 

mais fosfolipídios que o ejaculado (SCOTT et al., 1967). 

A capacitação do espermatozóide é acompanhada de uma mudança na composição 

lipídica de sua membrana plasmática, fato esse acompanhado em inúmeros estudos 

(THÉRIEN et al., 1998). Mais especificamente, a capacitação envolve um decréscimo 

na relação de colesterol: fosfolipídio na membrana (DAVIS, 1981). A região 

acrossômica que recobre a vesícula acrossômica, constitui a única área sensível aos 

estímulos de capacitação da bicamada lipídica da membrana. O processo de fusão entre 

sua membrana interna e a vesícula acrossômica externa iniciam-se após várias etapas de 

capacitação que induzem o aumento da fluidez da membrana na região (LENZI et al., 

1996). O mesmo autor relatou que as teorias atuais de fusão das membranas sugerem 

que, a fluidez da membrana é um pré-requisito para funções das células normais e que a 

fluidez e a flexibilidade das membranas celulares são principalmente dependentes de 

sua constituição lipídica. 

A composição lipídica da membrana sofre inúmeras mudanças no decorrer da vida 

dos animais, como foi proposto no trabalho de Davis et al. (1966), em ratos de 3 

semanas. Nos testículos em maturação foram encontrados uma redução na concentração 

de ácido esteárico e ácido oléico em triglicérides, uma redução na concentração de ácido 

oléico em fosfolipídios. Esses autores discutem ainda que essas alterações podem ser 

devido ao amadurecimento das células de Sertoli, aumento da atividade das células de 

Leydig, dentre outros fatores.  

A composição e o metabolismo dos lipídeos presentes nos espermatozóides são 

diferentes ao longo do trajeto que esse faz pelo epidídimo, permitindo o importante 

processo da maturação (SCOTT et al., 1967). As concentrações de lipídios totais e de 

colesterol e a redução na motilidade espermática tiveram diferenças associadas com a 

estacionalidade (HOFFMANN e LANDECK, 1999). 
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2.2.  Colesterol 

 

2.2.1. Classificação e níveis de colesterol 

 

O colesterol está presente nas membranas biológicas sendo responsável por 

aumentar a ordem e a rigidez da bicamada lipídica da membrana (CAMPBELL, 2000). 

Sabendo-se que os espermatozóides de mamíferos liberados no lúmen dos túbulos 

seminíferos são imóveis e incompetentes para a fecundação, esses devem sofrer os 

processos de maturação, capacitação e reação do acrossoma para tornarem aptos a 

fertilizar o óvulo (HAFEZ, 2004).  Esse lipídeo é crucial para esses processos, sendo 

considerado um marcador de qualidade do sêmen, devido sua importância para obtenção 

dessa competência (VASQUEZ et al., 1997).  

O colesterol presente no plasma seminal humano provavelmente origina-se na 

próstata (ELIASSON, 1966). A quantidade e a distribuição do colesterol na membrana 

plasmática de espermatozóides alteram a capacitação, e ainda, acredita-se que são 

responsáveis pela modulação das vias de sinalização nas células espermáticas 

(VISCONTI et al., 1999). A fluidez da membrana espermática é fortemente associada 

ao nível de colesterol e cálcio intracelular (KADIRVEL et al., 2009). Esse autor ainda 

observou que a proporção de espermatozóides capacitados foi proporcional aos altos 

níveis de cálcio e com a fluidez da membrana, mas inversamente com os níveis de 

colesterol presentes, relações feitas após o descongelamento do sêmen. 

         Os níveis de colesterol são muito variados de espécie para espécie como podemos 

visualizar na tabela a seguir: 

Tabela1: Quantidade de colesterol no plasma seminal de carneiro, touro, coelho e 

humano. 

ESPÉCIES REPETIÇÕES MICROGRAMA DE 

COLESTEROL/10
9 

sptz 

COLESTEROL/PLASMA 

SEMINAL (µg/mL) 

Carneiro 6 279,0 ± 23,3 73,9 ± 11,7 

Touro 6 345,6 ± 26,8 74,0 ± 14,2 

Coelho 5 545,3 ± 19,8 57,6 ± 3,2 

Humano 5 555,9 ± 20,8 111,2 ± 7,4 

Fonte: Darin-Bennet e White (1997) 
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Os níveis desse esteróide também podem variar de acordo com a estação do ano, 

foram encontrados níveis inferiores no verão (Julho e Agosto) em relação ao inverno 

(Novembro e Dezembro), assim como diferença nos níveis de ácidos graxos e 

fosfolipídios, conseqüentemente afetando a motilidade espermática, esse o aumento do 

nível de colesterol encontrado no plasma seminal coletado no inverno provavelmente 

resultou a diminuição de sua concentração intracelular (ARGOV et al., 2007). O nível 

de colesterol presente no espermatozóide testicular é duas vezes maior do que nos 

espermatozóides ejaculados (SCOTT et al., 1967). 

As lipoproteínas plasmáticas podem ser classificadas de acordo com a sua 

densidade: (I) HDL (high-density lipoprotein), lipoproteína de alta densidade; 30-60% 

proteína; 1,06-1,13 de densidade, (II) as LDL (low-density lipoprotein), lipoproteína de 

baixa densidade, (III) as IDL (Intermediate density lipoprotein) proteína de densidade 

intermediaria, (IV) as VLDL (very low-density lipoprotein), lipoproteínas de muito 

baixa densidade e (V) os quilomicras (1-2% proteínas; < 0,95 de densidade). Quanto 

maior é a percentagem de proteínas e menor a de triacilgliceróis maior é a sua densidade 

(FONTES, 2006). 

As HDL são sintetizadas e secretadas pelo fígado e pelos intestinos (SWENSON 

e REECE, 1996). Beer-Ljubic et al. (2009) encontraram uma concentração de colesterol 

total e LDL significantemente maior no inverno do que na primavera em touros mais 

velhos (5 a 10 anos). A concentração de colesterol total no plasma seminal de touros 

jovens (2 a 4 anos) foi maior na primavera do que no verão e para touros velhos, foi 

significantemente maior no inverno do que no outono. Os níveis de colesterol também 

variaram (diminuem) quando comparados a fresco (21,67 ± 1,36 g/10
8 

spz) e após 

congelamento / descongelamento (12,89 ± 1,03 g/10
8 
spz) do sêmen (KADIRVEL et al., 

2009).  

Fontes (2006) mostrou que, com exceção dos ácidos graxos livres (que são 

transportados ligados a albumina), os lipídeos são, no plasma sanguíneo, transportados 

em estruturas “micelares” (substâncias que na sua estrutura possuem uma porção polar e 

outra apolar - substância anfipáticas) denominadas lipoproteínas. As lipoproteínas 

plasmáticas contêm, no centro, lipídeos hidrofóbicos (triacilgliceróis e ésteres de 

colesterol) e no exterior, em monocamada, lipídeos anfipáticos (fosfolipídios e 

colesterol) associados a proteínas apoliproteínas, essas participam no metabolismo dos 

lipídeos contidos nas lipoproteínas de diferentes maneiras.  
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2.2.2. Efluxo de colesterol na capacitação das células espermática  

 

Muitos estudos têm mostrado que albumina (GO e WOLF, 1985) e o HDL 

(THÉRIEN et al., 1998) são receptores de colesterol. Foi observado que o efluxo de 

colesterol é estimulado pela a adição de albumina, mas esse processo apenas ocorre em 

resposta ao bicarbonato, ou seja, além de não possuir afinidade a outros componentes 

lipídicos, a albumina é bicarbonato-dependente para sua interação com o colesterol. O 

bicarbonato induz a primeira redistribuição lateral desse esteróide, facilitando a extração 

do mesmo pela albumina (FLESCH et al., 2001).  

A reação do acrossomo (fusão das membranas plasmática dos espermatozóides 

com a membrana externa subjacente acrossomal, evento Ca
2+ 

dependente) parece estar 

relacionada com as alterações lipídicas mediadas pelo bicarbonato e pela albumina 

(ZARINTASH e CROSS, 1996).  

O HDL, juntamente com as proteínas BSP estimularam o efluxo de colesterol do 

espermatozóide epididimário e tiveram papel no início de eventos de modificação da 

membrana, esses que ocorrem durante a capacitação (ZARINTASH E CROSS, 1996), 

processo representado na figura 1. O HDL é a única classe de lipoproteínas presente no 

fluido do oviduto e folicular e ainda parece ser um aceptor de colesterol mais eficiente 

que a albumina (EHRENWALD et al., 1990). A apolipoproteína A-I (ApoA-I) é a 

principal proteína do HDL plasmático, sendo importante para o transporte e o 

metabolismo desse lipídio (MANJUNATH et al., 1989). 
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Fig. 1. Seqüência proposta da capacitação espermática de mamíferos.  

 

 
 

(A) Bicarbonato pode entrar na célula espermática via canal iônico ou via de difusão como o dióxido de carbono. 

Bicarbonato intracelular inicia a Adenilato Ciclase (AC) e concomitante a produção de cAMP ativando a 

Proteína quinase A (PKA). O papel do efluxo de colesterol na ativação de PKA é pouco claro. O efluxo de 

colesterol pode induzir o aumento de Bicarbonato que entra ou pode afetar AC. (B) PKA induz a fosforização 

da tirosina (Y) de vários substratos (S) mais provavelmente via ativação de Proteína tirosina quinase (PTK) ou 

inibição de proteínas tirosina fosfatase (PTP). (C) Proteínas que comprometem a ligação Espermatozóide-ZP e 

outras proteínas da membrana plasmática tornam a tirosina fosforilada via bicarbonato induzindo a ativação de 

PKA. (D) Os citossólicos Fosfolipase C (PLC) são tirosina fosforilados via bicarbonato-PKA. A Tirosina 

fosforilada-PLC é subseqüentemente translocada para a membrana plasmática. (E) Ativação de PKA induz 

mudanças na membrana plasmática como redistribuição lateral de lipídios seminais e translocação de 

aminofosfolipídios. (F) Aminofosfolipídios são translocados pelo PKA. Muito provavelmente o efluxo de 

colesterol é envolvido nessa transição da membrana plasmática. (G) A entrada de pequenas quantidades de 

cálcio na célula espermática possivelmente tem um papel importante na capacitação. (H) Fatores de 

Descapacitação (DF) são removidos da superfície da célula espermática, receptores retirados como receptores 

de Progesterona (P4R). 

Fonte: Flesch e Gadella, 2000. 

 

 A fluidez dos lipídeos da cabeça dos espermatozóides e da cauda na membrana 

espermática altera-se, segundo alguns relatos, como resultado da capacitação, sendo a 

movimentação do colesterol responsável em parte por tais mudanças (FLESCH e 

GADELLA, 2000).  
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Os espermatozóides de mamíferos, antes da fertilização, são ativados por altos 

níveis de bicarbonato, que facilitam o efluxo de colesterol mediado pelas lipoproteínas 

(FLESCH et al., 2001). As células espermáticas devem sofrer o processo de capacitação 

e reação do acrossomo para serem capazes de fertilizar o óvulo (HAFEZ, 2004). 

Kadirvel et al. (2009) observando os espermatozóides após congelamento (-196ºC) e 

descongelamento relacionou a capacitação aos níveis de colesterol, à fluidez da 

membrana e à concentração de cálcio intracelular. Outros estudos evidenciaram que a 

membrana espermática submetida ao congelamento / descongelamento sofria alterações 

semelhantes, como a capacitação e / ou reação do acrossomo (MAXWELL e 

WATSON, 1996), sendo denominado de “criocapacitação” (BAILEY et al., 2000). Essa 

perda de colesterol na criopreservação não é totalmente compreendida. No entanto, 

Ehrenwald et al., (1988) observaram que a maior perda desse lipídios é devido à difusão 

lenta da membrana celular e a uma transferência do mesmo para o meio externo nos 

espermatozóides de ratos e bovinos.  

Os espermatozóides sofrem capacitação quando há um efluxo de colesterol da 

sua membrana lipídica (ZARINTASH e CROSS, 1996), esse processo leva a alterações 

na arquitetura da membrana, aumentando a permeabilidade da bicamada lipídica e da 

fluidez que é de suma importância para que essas células cheguem ao estado de 

capacitados (CROSS, 2003). A bicamada lipídica, in vitro, com a saída de colesterol 

aumenta sua desordem na sua estrutura fosfolipídica, aumentando a permeabilidade 

(CROSS, 1998). O cálcio extracelular, devido a essa fluidez induzida pelo colesterol, 

sofre um influxo causando o aumento intracelular desse íon. O colesterol ainda parece 

ser responsável por outros mecanismos de ajuste para a capacitação (KADIRVEL, 

2009).  

Thérien at al. (1998) verificaram que os espermatozóides epididimários de 

bovinos sofriam um efluxo de colesterol mais rápido nas primeiras 2 horas após 

incubação e então atingiam o platô após 4 horas, quando esses foram incubados com 

adição de diferentes doses de plasma seminal a 39 
o
C por até 8h. 

As células espermáticas de touro criopreservadas sofrem uma liberação de 

colesterol pela membrana, esse processo provavelmente causa danos peroxidativo nos 

lipídios ali presentes, podendo levar a uma capacitação prematura (CORMIER et al., 

1997).  

Os espermatozóides humanos possuem uma relação entre o colesterol e a 

progesterona, que é observada pela indução da reação acrossômica por esse hormônio 
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(ZARINTASH e CROSS, 1996). Esses autores mostraram que após o processo de 

incubação in vitro 24 horas, houve uma incidência de perda de colesterol em torno de 

29%, e a reação acrossômica espontânea dos espermatozóides, aumentou de 0,8% para 

6.3% e a reação acrossômica induzida pela progesterona subiu de 0,7% para 21%. No 

mesmo estudo foi demonstrado também que os espermatozóides necessitaram de 10,8 h 

para que ocorressem 50% de efluxo de colesterol, e de 14,1 h para que 50% sofra reação 

do acrossomo.  

Por outro lado observaram que o influxo de colesterol reduziu o ritmo 

espontâneo de reação acrossômica e conseqüentemente inibiu a fertilização, por inibir 

ou retardara a capacitação em muitas espécies (DAVIS, 1980). Confirmaram que o 

plasma seminal e as partículas seminais são ricos em colesterol e provavelmente agem 

como doadores de esterol (DAVIS, 1980), em uma tentativa de proteger os 

espermatozóides contra os choques ambientais e reação acrossômica prematura 

(DAVIS, 1981). 

 

2.2.3. Atividade do colesterol na criopreservação dos espermatozóides 

 

Alguns estudos comprovaram que o colesterol LDL promove à incorporação de 

fosfolipídios e colesterol a membrana e, também, previne a saída de fosfolipídios e 

colesterol da membrana espermática, através da formação de um complexo com as 

proteínas do plasma seminal. Dessa forma, conferindo a célula espermática uma maior 

resistência ao choque térmico, pois impede que as proteínas do plasma seminal fiquem 

disponíveis para atuarem na membrana espermática, evitando assim o efluxo de 

fosfolipídios e colesterol (BERGERON et al., 2004). 

 A ação crioprotetora da LDL, similar a da gema de ovo, quando utilizada nos 

diluentes de criopreservação, tem sido comprovada na espécie eqüina, bovina, suína, 

canina, peixe e em outras espécies (DEMANIOWICZ e STRZEZEK, 1996).  

Argov et al. (2007) evidenciaram, pela primeira vez, em espermatozóides 

bovinos a presença de receptores de VLDL (VLDLR), sugerindo a utilização, por essas 

células, de lipídios extracelulares. Os VLDLR se mostraram em uma quantidade três 

vezes maior no inverno (Novembro e Dezembro), evidenciando uma maior capacidade 

criopreservante desses espermatozóides. Esses receptores possuem um papel 

importantíssimo no metabolismo lipídico, pois prolongam a energia e o fornecimento de 

metabólitos essenciais, tais como triglicerídeos, fosfolipídios e ácidos graxos.  
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Segundo os mesmo autores, os espermatozóides utilizam os triacilgliceróis 

presentes no plasma seminal, pois sua oxidação serve para satisfazer suas necessidades 

energéticas. A expressão dos VLDLR na membrana espermática ativa o consumo e a 

utilização desses lipídios.  

Esses receptores estão intimamente ligados a lípase lipoprotéica (LPL) secretada 

pelas glândulas bulbouretrais e afetam a motilidade espermática de garanhões 

(CARVER et al., 2002).  

Os espermatozóides após o ciclo de criopreservação sofreram uma redução 

significativa nos níveis de colesterol, essa observada em correlação ao aumento do 

número de acrossomo-reagido / células e às alterações nos parâmetros de motilidade 

(MALDJIANA et al., 2005). Este estudo relatou melhorias significativas em termos de 

integridade acrossômica, a quantidade e a qualidade da mobilidade de até 2 horas após o 

descongelamento. Por conseguinte, pode-se argumentar que, em de certa forma, a 

membrana espermática submetida à criopreservação passa por uma “falsa” reação 

acrossômica, já que o efluxo de colesterol é similar ao verdadeiro processo que ocorre 

em contato com fluido do ovócito (CROSS, 1998).  

Quando as células espermáticas sofrem uma adição de “gotas ricas em colesterol”, 

tornam-se mais resistentes a sofrer reação acrossômica. Os mesmos autores ainda 

observaram que com a adição de colesterol em espermatozóides de garanhões antes da 

criopreservação aumenta a sobrevivência das células criopreservadas. Contudo apenas a 

perda de colesterol pelos espermatozóides não é suficiente para conferir capacitação, 

pois essa perda precede outros eventos, como a reação do acrossomo (ZARINTASH e 

CROSS, 1996). 

Segundo os mesmos autores, os espermatozóides que estão no trânsito do trato 

genital feminino, devido a diluição gradual do sêmen nos fluidos ali presentes, escapam 

do plasma seminal. Quando essas células reprodutivas foram incubadas com o plasma 

seminal tiveram um efluxo do colesterol mais rápido do que na ausência do mesmo. 

Entretanto, a viabilidade e a motilidade dos espermatozóides tratados com plasma 

seminal não diferiu do grupo controle (sem PS). 

Em eqüinos foi relatado que a membrana espermática após a incorporação de 

colesterol sofreu um aumentou de estabilidade. Espécies que possuem alta concentração 

de colesterol são menos susceptíveis aos danos causados pelo choque térmico, contudo 

a capacidade de fertilização do sêmen é diminuída porque altos níveis de colesterol 

impedem a reação acrossômica, resultados in vitro (ZAHN et al., 2002).  
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Fig. 2 - Forma estrutural do colesterol 

 

 

 

 

2.3. Fosfolipídios 

 

     Os Fosfolipídios são "lipídeos polares", componentes estruturais das membranas 

das células vivas, e também parecem constituir um fator essencial na formação do 

coágulo sanguíneo.   Esse apresenta uma cauda apolar (alquil, radical univalente ou 

livre) que contêm somente átomos de carbono e de hidrogênio arranjados em uma 

corrente, dão forma a uma série de homólogos com a fórmula geral CnH2n+1) e de uma 

cabeça polar, capacita a membrana fazer a conexão entre uma fase polar e outro apolar. 

Este é um fator determinante para controlar seletivamente a permeabilidade nas 

membranas das células (WIKIPÉDIA, 2006).  

O Plasmologeno é um tipo especial de fosfolipídio encontrado exclusivamente 

em espermatozóides e outras células com a capacidade de reação rápida a estímulos e 

são um grupo bastante distinto de fosfotidil lipídios aldeidogênico que contêm um ácido 

graxo esterificado de glicerol e um éster insaturado com uma longa cadeira de carbono 

(C-20, C-24), a hidrólise de um plasmologeno produz um aldeído graxo e um ácido 

graxo (LENZI et al., 1996).  Os fosfolipídios são os lipídios mais representativos das 

membranas das células de espermatozóides e, destes, fosfatidilcolina e 

fosfatidiletanolamina são os principais (MANN, 1964).  

No processo reprodutivo, Scott et al. (1967) mostrou que os fosfolipídios 

possuem grande importância como constituintes da membrana celular dos 

espermatozóides, sendo encontrado em maior quantidade o plasmologeno colina, que 

representa cerca de 35-40% dos fosfolipídios totais. Hartree e Mann (1961) 

http://64.233.179.104/translate_c?hl=pt-BR&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Radical_(chemistry)&prev=/search%3Fq%3Dcardiolipin%26hl%3Dpt-BR
http://64.233.179.104/translate_c?hl=pt-BR&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Univalent&prev=/search%3Fq%3Dcardiolipin%26hl%3Dpt-BR
http://64.233.179.104/translate_c?hl=pt-BR&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon&prev=/search%3Fq%3Dcardiolipin%26hl%3Dpt-BR
http://64.233.179.104/translate_c?hl=pt-BR&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen&prev=/search%3Fq%3Dcardiolipin%26hl%3Dpt-BR
http://64.233.179.104/translate_c?hl=pt-BR&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Homologous_series&prev=/search%3Fq%3Dcardiolipin%26hl%3Dpt-BR
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identificaram que o plasmologeno colina é o principal fosfolipídio do espermatozóide 

ejaculado de carneiros, e mostraram que os ácidos graxos provenientes deste são 

oxidados quando os espermatozóides são lavados. Segundo Hartree e Mann (1959) os 

fosfolipídios são perdidos após o resfriamento e várias lavagens do sêmen.   

A membrana espermática é constituída de uma composição específica de 

fosfolipídios e uma concentração significativa de ácidos graxos poliinsaturados (AGPI) 

(LENZI et al., 1996).  

A Fosfatidil-Colina é um constituinte principal das membranas celulares, mas 

esse valor varia de espécie para espécie, como podemos notar na tabela abaixo:  

Tabela. 2 - Composição percentual fosfolipídica da membrana plasmática de 

espermatozóides de bovinos, ovinos e suínos.  

 

LIPÍDIOS  

       

       BOVINO (%) 

 

       OVINO(%) 

 

         SUÍNO(%) 

Fosfatidil-etanolamina 9,9 11,7 27,7 

Fosfatidil-colina 50,3 56,4 39,9 

Esfingomielina 12,6 13,3 23,0 

Fosfatidil-serina 1,1 3,2 3,3 

Fosfoinsositídeos 2,7 1,6 4,0 

Fosfatidil-glicerol - 5,8 - 

Di-fosfatidil-glicerol - 7,8 - 

Colesterol/fosfolipídios 0,38 0,36 0,12 

FONTE: Snider et al. (1975), Parks et al. (1985); Parks et al. (1987).  

 

 

Scott et al. (1967) notaram que os espermatozóides epididimários e os 

ejaculados possuem uma diferença significativa entre seus níveis de lecitina, 

etanolamina e plasmalógeno. Os mesmos autores constataram que os espermatozóides 

coletados diretamente dos testículos de carneiros possuem 25% de fosfolipídios a mais 

que os espermatozóides ejaculados e os ácidos graxos extraídos dos fosfolipídios dos 

espermatozóides testiculares, contem uma grande quantidade de ácido palmítico. O 

espermatozóide ejaculado contém menos acil-éster e colesterol do que o espermatozóide 

testicular. A taxa média dos lipídios: fosfolipídios espermáticos foi de 57,5 % e a de 

plasma seminal 41,7 %. As células espermáticas de coelhos contêm uma maior 
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quantidade de fosfolipídios (PL), enquanto o plasma seminal, vesículas e gotas 

representavam 49,8% do total (CASTELLINI et al., 2006). 

Sugere-se que as células espermáticas ovinas durante o 12° - 14° dia de 

passagem pelo epidídimo podem utilizar os fosfolipídios como fonte de energia 

(SCOTT et al., 1967; SCOTT et al., 1968).   

Os espermatozóides possuem uma variação nos níveis de ácido palmítico, que é 

o ácido graxo encontrado em maior percentual, representa 53% nas células testiculares, 

já nos ejaculados em torno de 36% dos fosfolipídios dos ácidos graxos totais. O mesmo 

participa do metabolismo dessas células, sendo o principal precursor do colesterol, tal 

fato explica a presença duas vezes maior desse esteróide no espermatozóide testicular 

quando comparado ao ejaculado (SCOTT et al., 1967). 

A membrana espermática apresenta uma composição mista de fosfolipídios que 

pode diferir de espécie para espécie, além da temperatura de transição de fase ser 

variável para cada tipo de fosfolipídio (BUHR et al., 1994).  

Nos espermatozóides das células do ejaculado quando comparadas as testiculares, 

possuem uma maior porção de ácidos graxos saturados que insaturados na fração 

fosfolipídica. Ocorrem diferenciações não somente quantitativas, mas também 

qualitativas, como a transformação da Fosfatidil Colina (PC) para o Lisofosfatidil 

Colina (LPC) que foi demonstrado durante a capacitação e reação acrossômica dos 

espermatozóides de suíno (SNIDER et al., 1975). Este aumento no LPC é 

provavelmente devido ao efeito das fosfolipases A2 e C, e podem explicar o declínio do 

PC (BLESBOIS et al., 1999). 

A relação entre os níveis de colesterol e fosfolipídios é importantíssima para os 

eventos de capacitação e reação do acrossomo (DAVIS, 1981). Ainda é proposto um 

modelo em que ocorre nos espermatozóide uma subida dos níveis de fosfolipídios, 

induzida pelo bicarbonato, proporcionando o reposicionamento do colesterol, dirigindo-

o para a região apical da membrana na superfície de sua cabeça, esse acontecimento 

permite o efluxo de colesterol mediado pela albumina (FLESCH et al., 2001). 

Tanto nos espermatozóides testiculares e ejaculados observa-se uma alta 

concentração de “cardiolipina” quando comparados com outros tecidos (DAWSON et 

al., 1962), esse fosfolipídio é um fosfolipídio “duplo” porque possui quatro caudas do 

ácido graxos, em vez dos dois usuais, é um componente importante da membrana 

mitocondrial interna, sendo considerado seu principal fosfolipídio, onde constitui 

aproximadamente 20% do lipídios total.  O sêmen de carneiro após ser submetido ao 

http://64.233.179.104/translate_c?hl=pt-BR&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Mitochondrial_membrane&prev=/search%3Fq%3Dcardiolipin%26hl%3Dpt-BR
http://64.233.179.104/translate_c?hl=pt-BR&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Mitochondrial_membrane&prev=/search%3Fq%3Dcardiolipin%26hl%3Dpt-BR
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processo de incubação aeróbica sofre um decréscimo na concentração de todas as 

classes de fosfolipídios, contudo ”cardiolipina” apresenta um percentual de decréscimo 

máximo dentre esses lipídeos (SCOTT et al., 1968). 

 

Fig. 3 – Exemplos de fosfolipídios. 

 

 

 

2.4. Proteínas BSP (bovine seminal plasma) 

 

As proteínas BSP-A1/A2 e BSPA3 constituem mais do que 30% do total de 

proteínas contidas no plasma seminal de touros (MANJUNATH e SAIRAM, 1987). As 

BSP-Al e BSP-A2 são polipeptídeos de cadeia simples e apresentaram composição 

idênticas de aminoácidos, contudo estas diferem da BSP-A3, pois as BSP-A1 e BSP-A2 

são glicoproteínas e a BSP-A3 não contem nenhum carboidrato covalentemente ligado. 

A BSP-A1 possui quantidades maiores de carboidrato (3.6-6.5%) do que a BSP-A2 

(1.2-2%) e nessa ultima não são encontrados açúcares neutros (MANJUNATH e 

SAIRAM, 1987).  

Essas proteínas são secretadas pelas glândulas vesiculares que após a ejaculação 

se ligam à superfície dos espermatozóides através de sítios de ligação, identificados 

como fosfatidilcolina, fosfatidilcolina plasmalógeno e esfingomielina, presentes na 

membrana do espermatozóide (MANJUNATH e THÉRIEN, 2002). Moreau et al. 

(1999), demonstraram que as proteínas BSP estimularam o efluxo de colesterol dos 

espermatozóides epididimários, iniciando sua capacitação. 
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Segundo o mesmo autor as proteínas BSP promovem modificações na 

membrana lipídica do espermatozóide e interagem com a heparina, que é outro 

importante fator também envolvido na capacitação do espermatozóide bovino 

(THÉRIEN et al., 1995), essas proteínas junto com o HDL também estimulam o efluxo 

de colesterol e de fosfolipídios da membrana espermática (MANJUNATH e THÉRIEN, 

2002). Os espermatozóides sofrem esse efluxo quando entram em contato com o plasma 

seminal e no aparelho reprodutor feminino (Fig. 4). O efluxo de lipídios pelas proteínas 

BSP são tempo e concentração dependente (MANJUNATH e THÉRIEN, 2002). Essas 

proteínas constituem 60-70% das proteínas no plasma seminal bovino, sendo a BSP A1 

e A2 as mais abundantes (THÉRIEN et al., 1998).  O mesmo autor ainda observou que 

os espermatozóides após 8 h de incubação na presença das proteínas BSP tipo A1 e A2 

tiveram uma perda de colesterol em torno de 19,1%, já na amostra sem as proteínas 

diminuíram para somente 5,4%.        

O HDL (lipoproteína de alta densidade) sozinho continua estimulando o efluxo 

de colesterol, mas não conseguiu atingir o nível máximo após 8 h de incubação
 
(32.4 ± 

0.6%). A eficiência
 
do HDL promovendo a saída do colesterol e similar a da pré-

incubação do espermatozóide
 

com ou sem BSP-A1/-A2. Mesmo assim, os 

espermatozóides incubados (20 min + 8 h) sofreram um efluxo total de colesterol mais 

substancial na presença das BSP-A1/-A2 e HDL (51.8
 
± 5.0%) do que com o HDL 

sozinho (39.3 ± 1.2%) (THÉRIEN et al., 1998).   

As proteínas BSP ligam-se de forma rápida, específica e saturável ao LDL (Fig. 

5) formando complexos (LDL-BSP proteínas) estáveis, essa alta capacidade de ligação 

com a LDL é importante porque essas retiram as proteínas BSP presentes no sêmen, 

evitando o efluxo de colesterol e conseqüentemente, a desestabilização da membrana 

(MANJUNATH et al., 2002) Contudo, quando os espermatozóides são continuamente  

expostos ao plasma seminal que contém proteínas BSP, essas causam danos na 

membrana espermática o que pode comprometer o sêmen congelado (MANJUNATH e 

THÉRIEN, 2002). 
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Fig. 5. Mecanismo proposto para a proteção dos espermatozóides pela gema de ovo 

(LDL). Ação sobre as proteínas BSP. 

 

Fonte: MANJUNATH, et al. (2002). 

 

Cada BSP isolada é capaz de estimular o efluxo de colesterol do espermatozóide 

epididimário, com 15-30 minutos de exposição, 7-15% de colesterol foi removido do 

espermatozóide, com 4 h, cerca de 25% do colesterol foi removido (MANJUNATH e 

THÉRIEN, 2002). 

Os espermatozóides epididimários expostos a BSP após a incubação com 

heparina ou HDL mostram grande índice de reação do acrossomo (MANJUNATH e 

THÉRIEN, 2002). As proteínas BSP alcançaram altos níveis nos espermatozóides 

epididimários e foram localizados no acrossomo e na peça intermediária 

(MANJUNATH et al., 1994). 

O plasma seminal tem uma perda mais evidente nos 10–20 minutos iniciais de 

travessia pelo muco cervical dentro do útero. Nesse momento as proteínas BSP junto 

com efluxo do esteróide podem induzir a reorganização da membrana. Alem disso, o 

colesterol, devido à união dessas proteínas com a membrana fosfolipídica, pode ter seus 
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movimentos livres prevenidos e estabilizados na membrana. Os espermatozóides 

cobertos pelas proteínas BSP que estão no aparelho reprodutor feminino podem ser 

capacitados pelo HDL, pois somente quando estão atrelados às BSP os espermatozóides 

podem sofrem a ação do HDL, e esse pode estimular o segundo efluxo de colesterol. 

Esse colesterol pode promover a reorganização ou desestabilização da membrana, 

atividade controlada por sinais desconhecidos. Esse sinal pode ser proveniente dos 

receptores da zona pelúcida, que iniciariam a reação acrossômica (MANJUNATH e 

THÉRIEN, 2002).  

Outra interação importante observada em estudos é entre a progesterona e as 

proteínas BSP. Thérien e Manjunath (2003) observaram que através de incubação de 

espermatozóides em diferentes tratamentos, a progesterona sozinha não estimula o 

efluxo de colesterol na membrana espermática e nem a reação do acrossomo, e ainda, 

não tem efeito significativo mediante as proteínas BSP, pois essas proteínas sozinhas 

conseguem estimular o efluxo de colesterol. Em concentrações adequadas, as proteínas 

tipo BSP ligam-se aos fosfolipídios da gema de ovo (MANJUNATH et al., 2002), que é 

utilizada em diluidores de sêmen, competindo pelo sitio de ação da FLA2 e dessa 

forma, impedindo sua ação (MANJUNATH et al., 1994). 

Nos mesmo estudo notou-se que os espermatozóides perdem sua mobilidade 

após 6 h de incubação decorrente de uma alta concentração de progesterona (50 mg/ml) 

que evidenciou-se tóxica para os mesmos. Já essas células incubadas simultaneamente 

com BSP A1 e A2 e progesterona, tiveram um aumento significativo no percentual de 

reação do acrossomo (15,3%–16,8%, após 6 h de incubação), comparando com a 

percentagem obtida na presença somente das proteínas BSP A1 e A2 (em torno de 

8,8%, após 6 h de incubação). Após 6 h de incubação, a percentagem de 

espermatozóides viáveis obtidos na presença de 2 mg/ml de progesterona teve uma 

pequeno redução, mas foi encontrado uma diferença significativa em comparação ao 

grupo controle (com lisofosfotidilcolina), tendo melhores resultados nesse ultimo. Já 

com 10 mg/ml de progesterona, a percentagem de espermatozóides viáveis decresceu de 

15.5% (38,5 ± 2.4%, comparado com o controle, 54,0 ± 0,6%). 

As proteínas BSP sozinhas estimularam o efluxo de colesterol, sendo 

importantíssimas para o processo de capacitação, mas essas não estimulam a reação do 

acrossomo, e a progesterona não está envolvida na capacitação do espermatozóide, mas 

sim estimulando a reação do acrossomo (THÉRIEN e MANJUNATH, 2003). 
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3. JUSTIFICATIVA 
 

 

A busca por testes objetivos e práticos que possam predizer a capacidade 

fecundante de um reprodutor, no contexto da avaliação do sêmen, só será possível a 

partir de uma melhor compreensão do papel dos constituintes do plasma seminal sobre a 

fisiologia da célula espermática. Uma vez que, o plasma seminal é uma mistura 

complexa de substâncias orgânicas e inorgânicas que apresentam papeis importantes nos 

mecanismos moleculares regulatórios da função espermática. Além disso, torna-se 

essencial também o entendimento dos fatores inerentes relacionados ao processo de 

criopreservação de sêmen.  

Dentre os constituintes presentes no ejaculado encontra-se o colesterol, que 

exerce importantes funções sobre a membrana celular, tais como a regulação da 

orientação, da fluidez e a da espessura das membranas lipídica (CAMPBELL, 2000). 

Este esteróide possui também papel chave no processo de capacitação e reação 

acrossômica (MANJUNATH e THÉRIEN, 2002), através da perda pelos 

espermatozóides para meio extracelular, evento denominado de efluxo de colesterol.  

Em bovinos o colesterol é o principal esteróide livre encontrado no plasma seminal 

(PARKS et al., 1987), cuja concentração pode variar em função da época do ano 

(BEER-LJUBIC et al., 2009).  

Além disso, no plasma seminal de bovinos estão presentes a família de proteínas 

específicas denominadas BSPs (Proteínas do plasma seminal) que promovem 

modificações na membrana lipídica do espermatozóide estimulando o efluxo de 

colesterol (THÉRIEN et al., 1995). Ainda nesse sentido, essas proteínas interagem com 

o HDL presente no aparelho reprodutor feminino propiciando o efluxo de colesterol e 

de fosfolipídios da membrana espermática (MANJUNATH e THÉRIEN, 2002).  

Em caprinos, foram identificadas proteínas homólogas às proteínas da família 

das BSPs, dos quais foram denominadas GSPs (Proteínas do plasma seminal de 

caprinos) (VILLEMURE et al.,  2003). Entretanto, em clima tropical, pouco se sabe se 

estas proteínas estão presentes no plasma seminal de caprinos, nem se, as mesmas 

encontram-se em concentração suficientes para promoverem o efluxo de colesterol da 

membrana celular para o plasma seminal.  

Dessa forma, verificar se existem alterações significativas nas concentrações de 

colesterol total e HDL no plasma seminal de caprinos logo após a coleta e após 
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incubação a 38 °C poderá indicar a possível existência das proteínas GSP presentes no 

plasma seminal. Além disso, não há relatos na literatura sobre a concentração de 

colesterol total e de HDL no plasma seminal de caprinos criados em clima tropical, bem 

com, se estes parâmetros possuem associações as características seminais.  
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4. OBJETIVOS 

 

 

4.1. GERAL:  

Quantificar os níveis de colesterol total e colesterol HDL presentes no plasma 

seminal de caprinos, bem como, verificar se ocorre efluxo de colesterol do 

espermatozóide para o plasma seminal após uma hora de incubação a 38 °C. 

 

4.2. ESPECÍFICOS:  

 Quantificar os níveis de colesterol total e colesterol HDL, bem como a 

proporção de HDL em relação ao colesterol total no plasma seminal logo após 

ejaculação e após uma hora de incubação a 38 °C; 

 Verificar se existe correlação entre os níveis de colesterol total e colesterol HDL 

e os parâmetros de vigor e motilidade; 

 Constatar a ocorrência de variação individual para os níveis de colesterol total e 

a proporção de HDL no plasma seminal de caprinos. 

 

  



 

23 

 

5. MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

5.1.  Local do Experimento 

 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Estudos em Reprodução Animal 

(LERA) da Universidade Federal do Ceará – UFC, localizado no Campus do Pici, 

situado a 3°45’ de latitude Sul e 38°32´ de longitude Oeste, com altitude média de 15,5 

m acima do nível do mar.  

 

 5.2.  Animais Experimentais 

 

Foram utilizados oito caprinos Sem Padrão Racial Definido (SPRD) 

sexualmente maduros, com idade média de 2 anos e alojados em baias individuais, 

manejados sob condições intensivas e alimentados de acordo com NRC para caprinos 

(NRC, 1981). A suplementação mineral constituiu da adição de 0,8% de calcário, e 2% de 

suplemento mineral comercial Caprinofós®, que foi incorporada à ração, sendo a água 

fornecida ad libitum. 

A origem dos animais SPRD foi formada provavelmente pelo cruzamento 

indiscriminado de várias raças nativas e exóticas, todavia não foi possível determinar 

exatamente a composição genética desses indivíduos.  

  

5.3.  Coleta de sêmen e procedimento experimental 

 

Os ejaculados foram coletados semanalmente de oito caprinos SPRD com 

auxílio de uma vagina artificial, durante oito semanas. Para cada animal, obtiveram-se 

dois ejaculados com o objetivo de adquirir um maior volume de sêmen. Em seguida, o 

“pool” de dois ejaculados/animal foi dividido em três alíquotas: i) A primeira alíquota 

foi imediatamente centrifugada a 3.450 g/ +4 °C/ 20 min. para obtenção do plasma 

seminal (PS), posteriormente, o PS foi acondicionado em tubos “eppendorfs” e mantido 

sob refrigeração a -18°C até que se realizassem as análises bioquímicas (controle). ii) A 

segunda alíquota foi incubada em banho-maria a 38 °C, durante uma hora, em seguida, 

a alíquota foi centrifugada a 3.450 g/ +4 °C/ 20 minutos para obtenção do plasma 

seminal, e também armazenada a -18 °C (freezer) para posterior análise. iii) A terceira 
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alíquota foi diluída no diluidor a base de citrato de sódio – glicose (EVANS e 

MAXWELL, 1990; MATOS-BRITO, 2008), a uma concentração final de 200x10
6
 sptz 

/mL. Após a diluição, o sêmen foi incubado em banho-maria a 38 ºC para a realização 

do teste de termoresistência (TTR), por um período de duas horas. Avaliou-se a 

motilidade, o vigor e a morfologia espermática nos tempos de 5, 60 e 120 minutos após 

o início da incubação (BARIL et al., 1993). A concentração espermática foi 

determinada por meio de leitura de espectrofotômetro (HAMMERSTEDT, 1975).  A 

avaliação do vigor foi realizada subjetivamente, baseada numa escala de classificação 

segundo CORTEEL (1981) onde a pontuação variou de 0–5, sendo zero correspondente 

à ausência de espermatozóides móveis e cinco à máxima movimentação progressiva, 

enquanto a motilidade foi realizada conforme preconizado pelo CBRA (1998), de 0 a 

100%. Foram confeccionados esfregaços da amostra diluída nos tempos analisados, 

para verificação da porcentagem de alterações morfológicas. As lâminas foram coradas 

com azul de bromofenol, onde foram contadas 200 células por meio da microscopia 

óptica no aumento de 1.000X. As alterações foram classificadas segundo Colas (1980). 

 

5.4.  Quantificação dos níveis de Colesterol Total e Colesterol HDL.  

 

A mensuração do colesterol total e colesterol HDL foram realizados no plasma 

seminal utilizando kits comerciais da marca Labtest Diagnóstico S.A, seguindo as 

instruções do manual do fabricante. Em resumo, para determinação do colesterol total 

utilizou-se o kit comercial “colesterol liquiform – Ref.: 76”, que consistiu de um 

sistema enzimático capaz que quantificar o colesterol total presente na amostra. Já para 

determinação do colesterol HDL a metodologia do kit consistiu na precipitação seletiva 

das lipoproteínas de baixa e muito baixa densidade (LDL e VLDL), por meio de reação 

de ponto final, através do kit comercial “Colesterol HDL – Ref.: 13”, em seguida, o 

plasma seminal foi centrifugação, onde o colesterol ligado às lipoproteínas de alta 

densidade (HDL) foi determinado no sobrenadante através do kit comercial “colesterol 

liquiform – Ref.: 76”, por meio de leituras de espectrofotômetro. 

Após a quantificação do colesterol total e HDL foi realizado o calculo da 

proporção de HDL em relação ao colesterol total no plasma seminal.  
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5.5.   Análise Estatística 

 

Os dados foram analisados pelo programa estatístico SAS
@

 9.0. O delineamento 

experimental empregado foi de blocos casualizados, em que cada animal constituiu um 

bloco para retirar o efeito idade, responsável pela variação entre as alíquotas dos 

ejaculados, permitindo assim, que todas as outras fontes de variação fossem testadas no 

mesmo ejaculado proveniente de cada animal. Calcularam-se as médias e desvios-

padrão dos parâmetros do colesterol total e HDL seminais, assim como, do vigor, da 

motilidade e das alterações morfológicas totais (AMT). Foi realizado um estudo de 

análise de variância para avaliação dos efeitos de incubação e bloco (animal) sobre os 

parâmetros bioquímicos do PS. Ao serem detectados efeitos significativos pelo teste F, 

comparou-se às médias pelo teste T, com uma probabilidade de 5% de erro. Um estudo 

de correlação simples de Pearson foi realizado para testar o grau de associação entre a 

proporção de colesterol total e HDL e os parâmetros seminais avaliados. 
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6. RESULTADOS 
 

6.1. Parâmetros seminais. 

 

Os resultados obtidos quanto ao vigor e a motilidade do sêmen caprino estão 

expressos na tabela 1. Foram observadas diminuições significativas do vigor e da 

motilidade entre os tempos de incubação a 38 
o
C. Entretanto, na maioria dos animais 

ocorreu estabilização dos parâmetros a partir de 60 minutos de incubação. Pouca 

variação foi observada entre os indivíduos para estes parâmetros. 

No estudo atual também foi avaliada a ocorrência de alterações morfológicas 

totais (AMT) nas células espermáticas ao longo do tempo de incubação. Todavia não 

foram constatadas diferenças significativas para tais parâmetros (P<0,05).  

 

Tabela 1 – Médias e desvio padrão do vigor e da motilidade do sêmen fresco diluído no 

citrato – glicose e incubado a 38 
o
C. 

 VIGOR (0-5) MOTILIDADE (%) 

 Tempo de Incubação (min.) 

ANIMAL 5 60 120 5 60 120 

1 4,3 ± 0,3aA 3,3 ± 0,8cB 2,5 ± 1,0cC 86,3 ± 5,2ªA 61,9 ± 13,6cB 53,8 ± 15,1aB 

2 4,2 ± 0,5 aA 3,3 ± 0,6acB 2,8 ± 0,8acB 81,3 ± 11,3ªA 65,0 ± 13,1acB 53,1 ± 20,2abB 

3 4,0 ± 0,7 aA 3,1 ± 1,0cB 2,4 ± 0,9cB 73,8 ± 15,1ªA 58,8 ± 18,9cA 39,4 ± 17,4bB 

4 4,3 ± 0,4 aA 3,37 ± 0,9acB 2,9 ± 0,9acB 86,3 ± 5,2ªA 65,0 ± 13,1,0acB 51,3 ± 23,6abB 

5 4,1 ± 0,4 aA 3,62 ± 0,6acAB 3,0 ± 0,5acB 78,8 ± 8,3ªA 60,0 ± 18,5cB 56,3 ± 14,1aB 

6 4,4 ± 0,2 aA 3,94 ± 0,7abA 3,3 ± 0,8abB 83,8 ± 7,4ªA 76,3 ± 7,4abB 62,5 ± 16,7aB 

7 4,2 ± 0,5 aA 3,31 ± 0,5acB 2,9 ± 0,4acB 85,6 ± 5,0ªA 67,5 ± 10,4acB 58,8 ± 16,4aB 

8 4,2 ± 0,5 aA 3,62 ± 0,6acA 2,9 ± 0,6acB 83,8 ± 7,4aA 70,0 ± 14,1acA 56,3 ± 16,0aB 

Geral 4.2±0.4              3,44 ±0,74 2,84 ±0,76 82,42 ±9,21 65,55 ±14,34 53,91 ±17,85 

Letras minúsculas – comparação entre animais, dentro do mesmo tempo e parâmetro, na mesma coluna. 
Letras maiúsculas – comparação entre os tempos, dentro do mesmo parâmetro, na mesma linha. 
Diferença significativa (p < 0,05) 
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6.2. Níveis de colesterol total e HDL presentes no plasma seminal na pré e pós-

incubação. 

  

As médias e desvios padrão do nível de colesterol total e HDL obtidos antes e 

após a incubação são apresentados na tabela 2. Os níveis de colesterol total encontrados 

no plasma seminal de caprinos aumentaram significativamente após a incubação (p 

<0,05) em 50% dos animais, em geral esse aumento foi de 52,99±13,08 para 

62,37±13,84. No que se refere ao colesterol HDL, um aumento significativo não foi 

constatado entre os animais, ocorrendo apenas em um com exceção do animal 3. Os 

níveis de colesterol total e HDL variaram significativamente (p <0,05) entre os 

indivíduos antes e após a incubação a 38 
o
C, em geral esta variação foi de 44,28±12,50 

para 48,64±14,80.  

 

Tabela 2 - Média e desvio-padrão dos níveis de colesterol TOTAL e colesterol HDL na 

pré-incubação (T0) e pós-incubação (T1) no plasma seminal de caprinos. 

 

 

ANIMAL 

COLESTEROL TOTAL (mg/dl) COLESTEROL HDL (mg/dl) 

T0(antes) T1(após) T0(antes) T1(após) 

1 52,3 ± 9,3bB 61,8 ± 10,6aA 49,8 ± 9,2abA 54,6 ± 9,2abA 

2 73,6 ± 7,8aB 77,1 ± 9,3aA 57,1 ± 7,6aA 56,6 ± 7,8aA 

3 41,3 ± 7,3cB 53,6 ± 4,4acA 35,5 ± 6,1bB 43,1 ± 16,4abcA 

4 53,1 ± 8,2bA 59,7 ± 8,5abA 39,9 ± 2,5bA 41,7 ± 14,1abcA 

5 49,3 ± 7,2bcB 60,3 ± 6,9acA 36,9 ± 3,1bA 45,7 ± 9,8bcA 

6 46,5 ± 4,5
bcA

 53,2 ± 12,4
bcA

 35,1 ± 9,5
bA

 40,5 ± 8,3
cA

 

7 50,5 ± 8,3bA 47,5 ± 8,0cA 40,7 ± 7,6bA 39,2 ± 16,8cA 

8 52,0 ± 7,1bA 52,9 ± 8,7acA 44,9 ± 8,9bA 40,8 ± 12,7acA 

Geral 52,99±13,08 62,37±13,84 44,28±12,50 48,64±14,80 

Letras minúsculas – comparação entre animais, dentro de um mesmo tratamento e parâmetro, na mesma coluna. 
Letras maiúsculas – comparação entre tratamentos T0 x T1 (pré-incubado e pós-incubado, respectivamente), dentro 
do mesmo parâmetro, na mesma linha. 
Diferença significativa (p < 0,05) 
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6.3. Proporção de colesterol HDL/ Total no plasma seminal de caprinos. 

A tabela 3 apresenta as médias e desvios padrão da quantidade de colesterol 

HDL em relação ao colesterol total no plasma seminal antes a após a incubação. A 

proporção de colesterol HDL no plasma seminal foi elevada, ficando em torno de 83,79 

% na pré-incubação e 78,41% na pós-incubação. As proporções de colesterol HDL não 

diferiram significativamente (P<0,05) antes e após a incubação. Também não foi 

observada variação individual para este parâmetro.  

 

Tabela 3 - Média e desvio-padrão da proporção de HDL presente em relação ao 

colesterol total, nos dois tratamentos (T0 e T1).  

ANIMAL 
PROPORÇÃO COLESTEROL HDL/ TOTAL (%) 

T0 (antes) T1 (após) 

1 92,5 ± 8,7a 90,2 ± 8,2a 

2 77,9 ± 16,5 a 74,4 ± 15,6a 

3 86,4 ± 9,4a 79,2 ± 27,3a 

4 76,6 ± 13,0a 70,1 ± 21,0a 

5 76,0 ± 12,4a 75,7 ± 12,2a 

6 75,2 ± 17,0a 77,5 ± 16,3a 

7 81,3 ± 13,8a 80,0 ± 22,7a 

8 86,1 ± 7,9a 78,9 ± 25,7a 

Geral 83,8%  78,4%, 

(p > 0,05) 
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6.4. Correlação entre a proporção de colesterol HDL do plasma seminal e os 

parâmetros seminais. 

O estudo das correlações simples de Pearson entre a proporção de colesterol 

HDL e os parâmetros seminais de vigor, motilidade, número de células normais e as 

alterações morfológicas totais observaram-se os seguintes resultados. A proporção de 

HDL e o vigor espermático (r = 0,30) obtiveram uma associação significativamente 

positiva, porém moderada. A motilidade e a proporção de HDL mostraram-se 

significativamente correlacionadas, entretanto, essa correlação pode ser considerada 

pequena (r = 0,19). Para os demais parâmetros observados neste estudo, não foram 

observadas associações significativas entre as variáveis avaliadas. 

 

Tabela 4 – Correlações simples de Pearson entre os parâmetros de colesterol 

total, HDL e proporção de colesterol HDL com os parâmetros seminais do sêmen 

caprino. 

Parâmetros 
Vigor Motilidade Células Normais 

To T1 To T1 T0 T1 

Colesterol 

Total 
- 0,13

ns
 

- 

0,31** 
0,01

ns
 

- 

0,18
ns

 

  

Colesterol 

HDL 
0,10

ns
 - 0,10

ns
 0,04

ns
 

- 

0,18
ns

 

  

Proporção de 

colesterol HDL 
0,30**  0,20*  
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8. DISCUSSÃO 

8.1. Parâmetros seminais 

 

O teste de termorresistência é utilizado rotineiramente por ser um método 

simples de avaliação do sêmen diluído, sendo, portanto adotado em inúmeros trabalhos 

de pesquisa (CHEMINEAU et al., 1991; BARIL et al., 1993; CAMPOS et al., 2003; 

SALVADOR et al., 2006; YAMASSHIRO et al., 2006; AGUIAR et al., 2008). No 

presente estudo, a qualidade espermática do sêmen diluído em citrato de sódio – glicose 

apresentou reduções significativas durante a incubação por até 120 min em banho-maria 

a 38 ºC (Tabela 1), porém, constatou-se também que os parâmetros estabilizaram-se 

com 60 minutos. Este achado explica-se pela alteração da taxa metabólica ocorrido no 

espermatozóide logo após a incubação a 38 ºC que proporciona perdas de constituintes 

vitais da célula (BLACKSHAW e SALISBURY, 1957). Por outro lado, há acúmulo de 

ácido láctico produzido como conseqüência do crescimento bacteriano e da própria 

atividade metabólica do espermatozóide (MIKI et al., 2004), ocasionando reduções do 

pH, acidificando o meio, resultando assim, em declínio gradual da atividade metabólica 

das células espermáticas (CORTEEL, 1974; VISHWANATH e SHANNON, 2000). 

Nos espermatozóides também há acúmulo de substâncias tóxicas que são resultantes da 

peroxidação dos lipídios da membrana, no meio de conservação, comprometendo o 

metabolismo celular (SALAMON e MAXWELL, 2000).  

As diferenças entre os animais é o principal indício para a existência de variação 

individual no ejaculado (FREUND et al., 1959). No presente experimento, a pouca 

diferença encontrada pode ser atribuída à homogeneidade das amostras experimentais 

de sêmen, visto que os animais foram previamente selecionados a partir de um grupo 

maior de animais, em função de alguns constituintes presentes no plasma seminal 
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(CATUNDA et al., 2009). Além disso, o diluidor citrato-glicose parece eliminar as 

diferenças existentes entre os ejaculados dos reprodutores (MATOS-BRITO, 2008). 

 

8.2. Níveis de colesterol total e HDL presentes no plasma seminal na pré e pós-

incubação. 

A origem do colesterol nos animais pode ser tanto de origem exógena, 

proveniente dos alimentos, como endógena, sendo sintetizado a partir do acetil-CoA, no 

fígado, nas gônadas, no intestino, nas glândulas adrenais e na pele (NELSON e COX, 

2005; GONZÁLES e SILVA, 2006). A concentração de colesterol total encontrada logo 

após a coleta do sêmen de caprinos (52,99±13,08) foi maior do que o observado em 

bovinos da raça Simental (ARGOV et al., 2007; BEER-LJUBIĆ et al., 2009) e menor 

em ovinos das raças Akkaraman e Awassi (GÜNDOGAN, 2006), evidenciando que 

existem padrões específicos de síntese e secreção de colesterol para cada espécie 

animal. Segundo Yanagimachi (1994) os diferentes níveis de esteróide celulares entre as 

espécies parecem estar relacionados com a duração do processo de capacitação 

espermática. Iborra et al. (2000) mostraram que níveis insuficientes de colesterol forem 

retirado da membrana (cerca de 30%), nenhuma reação acrossômica seria induzido. No 

entanto, se 40-60% de colesterol foi retirado, uma série de eventos moleculares que 

levam à reação acrossômica.  

O nível de colesterol total após a incubação aumentou significativamente 

(P<0,05). Estes resultados demonstraram que ocorreu efluxo de colesterol da membrana 

plasmática para o plasma seminal, sugerindo a ação provável das proteínas presente no 

plasma seminal que possuem afinidade a fosfolipídios contendo colina, denominadas 

de GSP (Goat Seminal Proteins) que apresentam ação similar às proteínas pertencentes 

à família das BSPs (Bovine Seminal Proteins), (VILLEMURE et al., 2003). Em 

bovinos, as proteínas BSPs são capazes de estimular o efluxo de colesterol dos 
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espermatozóides do ejaculado (THIEREN et al., 1998; MOREAU et al., 1999), bem 

como dos espermatozóides epididimários (MANJUNATH e THÉRIEN, 2002), através 

da interação com o fosfolipídio colina, resultando na diminuição da proporção entre 

colesterol:fosfolipídios,  um dos requisitos à capacitação espermática.   

Além disso, estes achados apóiam a idéia de que estão ocorrendo mudanças 

moleculares nas células espermáticas quando estes são submetidos a 38 ºC em banho-

maria, que pode ser desencadeado provavelmente pelas proteínas do tipo GSP no sêmen 

de caprinos. Desta forma, trabalhos complementares como foco na identificação dos 

mecanismos que produzem essas mudanças, poderão prover informações sobre o 

significado fisiológico subjacente. 

Entretanto, tais achados não foram constatados nos ejaculados de todos os 

animais, demonstrando que existiu uma variação individual do efluxo de colesterol da 

membrana espermáticas para o plasma seminal, quando os espermatozóides foram 

submetidos a 38 ºC. Acredita-se, portanto, que devam existir variações na concentração 

das proteínas do tipo GSP. Outra hipótese, para este achado é que o tempo de incubação 

para que ocorresse efluxo de colesterol detectável tenha sido insuficiente. Uma vez que, 

a ação das proteínas BSPs, que são homologas às GSP, depende do tempo e da 

concentração das mesmas no plasma seminal (THÉRIEN et al., 1998; MANJUNATH e 

THÉRIEN, 2002).   

 

7.1.    Proporção de colesterol HDL/ total no plasma seminal de caprinos. 

 

A percentagem de colesterol HDL no plasma seminal de caprinos foi muito 

elevada neste estudo, atingindo 83,79% antes e 78,41%, após incubação do sêmen a 38 

° C. No entanto, estes dois valores não diferiram estatisticamente. Estudos em touros 

mostraram que o colesterol do plasma seminal distribuído em duas frações lipoprotéicas 

(HDL e LDL), obteve a concentração de Colesterol LDL várias vezes maior do que o de 
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Colesterol HDL (BEER-LJUBIC et al., 2009). No estudo atual, o colesterol LDL não 

foi medido, mas os resultados sugerem que o colesterol HDL é o principal esteróide 

encontrado no plasma seminal caprino. O transporte de colesterol HDL para dentro do 

tecido testicular ou ovariano de rato foi estimado como sendo oito vezes maior do que o 

transporte de LDL, indicando que nesta espécie a lipoproteína HDL é a principal fonte 

de colesterol para estes tecidos.  

 

7.2.    Correlação entre a proporção de HDL e os parâmetros seminais 

 

A obtenção de correlação significativa entre os parâmetros seminais de vigor e 

motilidade foram relatados em estudos anteriores mostraram a importância desse 

esteróide na qualidade, não só do espermatozóide, mas do plasma seminal (DAVIS, 

1976; JANUSKAUSKAS e RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1995; ARGOV et al. 2007; 

BEER-LJUBIĆ et al., 2009).  

O sêmen fresco de caprino de boa qualidade deve apresentar valores entre 70% a 

80% de motilidade espermática (CBRA, 1998). Para que tal índice seja alcançado, a 

composição do plasma seminal deve proporcionar ao espermatozóide proteínas, lipídios, 

antioxidantes, carboidratos, dentre outras substâncias, que contribuirão de diferentes 

formas para uma degradação mais lenta dessas células.  

Estudo conduzido por Purdy e Graham (2004) mostrou que a adição de 

colesterol pode diminuir os danos do congelamento, através da inibição da cristalização 

das cadeias de hidrocarbonetos, reduzindo as injúrias causadas à membrana e fazendo 

com que os lipídios se mantenham em estado líquido mesmo com a redução da 

temperatura.  

Nesse estudo não foram encontradas associações antes da incubação entre 

parâmetros seminais e níveis de colesterol total e HDL. No entanto, ambos foram 

encontradas correlações com vigor (r = - 0,30, p <0,05) e motilidade (r =- 0,38; 

incubação p <0,05) após a 38 ° C para o colesterol total. Alguns estudos relataram a 

existência de alta concentração de colesterol em amostras de sêmen de alta qualidade 

(BEER-Ljubic et al., 2009). Mas, como colesterol foi associado com a fração de 

lipoproteínas do plasma seminal, os autores afirmaram que determinação do colesterol 

LDL pode servir como um marcador bioquímico adicional da qualidade seminal. Argov 

et al. (2007) encontrou uma correlação positiva entre colesterol total e qualidade 
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seminal. No entanto, no estudo atual à maior concentração de colesterol HDL e 

colesterol LDL não observou essa correlação.  
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8. CONCLUSÃO 
 

 

 

O plasma seminal de caprinos contém uma alta concentração de colesterol, 

sendo o principal colesterol presente o HDL. O sêmen caprino contém fatores que 

promovem o efluxo de colesterol da membrana celular para o plasma seminal. Foi 

também constatado a existência de variação individual para o nível de colesterol total. 
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