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RESUMO  

CASTRO CHAVES, M. M. B. Perfil lipídico da membrana citoplasmática 
de espermatozoides “in natura” e criopreservados de jumentos e 
cavalos. Botucatu, 2015 90p, Tese (Doutorado). Faculdade de Medicina 
Veterinária e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista. 

Os equinos e asininos pertencem à família Equidae e género Equus, por 

este motivo são considerados similares e tratados de forma equivalente em 

relação à fisiologia reprodutiva. A membrana plasmática do espermatozoide 

funciona como uma barreira física ao ambiente externo e a sua integridade 

estrutural está diretamente relacionada ao tipo e quantidade de lipídios que a 

compõem. Desta forma, este estudo teve como objetivos comparar perfil 

lipídico dos espermatozoides de jumentos e cavalos e comparar o perfil 

lipídico da membrana dos espermatozoides de jumentos antes e após os 

processos de criopreservação. No Experimento 1 comparamos o perfil lipídico 

da membrana espermática de jumentos e cavalos e foram identificados 101 

íons lipídicos em cavalos e 105 em jumentos. Os asininos apresentaram 

maior abundância relativa em 18 íons. No Experimento 2 foram avaliadas as 

alterações do perfil lipídico da membrana espermática de jumentos durante o 

processo de criopreservação e observou-se perda de 14 íons lipídicos e 16 

novos íons surgiram após os processos de criopreservação.  De acordo com 

os resultados obtidos podemos concluir que a composição lipídica da 

membrana do espermatozoide de jumentos é diferente de cavalos e os 

processos de criopreservação levam a alterações na composição de 

fosfolipídeos da membrana plasmática de espermatozoides de jumentos. 

Palavras-chave: sêmen, lipídeo, criopreservação, choque térmico, membrana 
plasmática.  
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ABSTRACT 

CASTRO CHAVES, M.M.B. Lipid profile of membrane sperm cytoplasmic 
“in natura” and cryopreserved of donkeys and horses. Botucatu , 2015 
90p , Tese ( PhD) . Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science, 
Universidade Estadual Paulista. 
. 

The horses and donkeys belong to the Equidae family and genus Equus, for 

this reason are considered similar and treated equivalently with respect to 

reproductive physiology. The plasma membrane of the sperm works as a 

physical barrier to the external environment and its structural integrity is 

directly related to the type and quantity of lipids that comprise it. Thus, this 

study aimed to compare the lipid profile of sperm donkeys and horses and 

compare the lipid membrane of the donkey sperm before and after 

cryopreservation processes. In Experiment 1 compared the lipid profile of the 

donkeys and horses sperm membrane and 101 lipid ions were identified in 

horses and 105 donkeys in. The donkeys had higher relative abundance in 18 

ions. In Experiment 2 were evaluated changes in the lipid profile of the 

donkeys sperm membrane during the cryopreservation process and there was 

loss of 14 lipid ions and 16 new lipid ions arose after the cryopreservation 

processes. According to the obtained results we can conclude that the lipid 

composition of donkey sperm membrane is different from horses and 

cryopreservation processes lead to changes in the phospholipid composition 

of the plasma membrane of sperm donkeys. 

 
Keywords: sperm, lipid, cryopreservation, cold shock, plasma membrane. 

 

  

 

 

 

 



14 
 

Capítulo 1 

1. INTRODUÇÃO 
 
        O jumento Pêga é uma raça asinina nacional que apresenta 200 

anos de evolução e seleção. Surgiu do cruzamento entre raças italiana e 

egípcia (Nunes, 2007). No Brasil são aproximadamente 16 mil animais 

registrados e 1.700 criadores. 

         Asininos são criados em muitos países com interesse em preservar a 

espécie que é considerada em extinção (Itália, Espanha, França e 

Inglaterra), e são utilizados em todo mundo como animal de guarda para 

proteger pequenos ruminantes (Pugh, 2002). No Brasil a criação de 

jumentos destina-se, principalmente, a produção de muares. Os híbridos são 

muito valorizados em áreas rurais pela sua grande resistência a doenças, 

força física e agilidade. São muito utilizados em atividades como a de lida 

com gado de corte em grandes fazendas no centro-oeste do Brasil, como 

animal de transporte e tração. 

        Os jumentos pertencem ao mesmo grupo taxonômico que os cavalos, 

sendo considerados similares e tratados de forma equivalente em relação à 

fisiologia reprodutiva. Porém, vários trabalhos já comprovaram 

particularidades da espécie quanto as características seminais (Costa et 

al., 1991; Gastal et al., 1997), comportamento sexual (Gastal et al., 1991; 

Henry, 1991; Morais et al., !993; McDonnell, 1998) e a criopreservação de 

sêmen (Mello et al., 2000; Oliveira et al., 2006; Rota et al., 2008). 

           A criopreservação de sêmen é uma biotecnologia que permite a 

maximização do potencial genético do reprodutor produzindo maior numero 

de descendentes. Possibilita o armazenamento do material genético, reduz 

os custos com transporte e aumenta o controle de doenças sexualmente 

transmissíveis (Squires et al., 1999). Apesar de tantas vantagens, a 

utilização de sêmen congelado reduz a fertilidade pela diminuição da 

viabilidade da célula espermática durante o processo (Watson, 2000). 

        Devido à complexa função do espermatozoide, a membrana plasmática 

é uma estrutura altamente especializada, tendo papel importante na 

proteção do material genético e na fertilização (Lenzi et al., 1996). 

Composta por uma bicamada de fosfolipídeos e proteínas, a membrana 
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espermática regula funções específicas como a capacitação espermática, a 

reação acrossomal e a ligação entre espermatozoide e ovócito (Hall, Hadley 

e Doman, 1991).  

            A organização da membrana plasmática dos espermatozoides 

segue o modelo ―mosaico fluido‖ onde moléculas de lipídeo e proteína 

movem-se lateralmente no plano da bicamada. E essa mobilidade lateral 

dos fosfolipídeos é conferida pela característica de fluidez da membrana na 

temperatura corpórea. 

        O fosfolipídeo é o principal constituinte que confere a característica de 

fluidez da membrana, a qual depende da composição e da temperatura. A 

mudança de estado fluido para gel em membranas com maior proporção de 

lipídeos de cadeia insaturada ocorre em temperaturas menores (Albert et al., 

1997).  

        A composição dos ácidos graxos e a proporção dos lipídeos que 

compõem a membrana plasmática dos espermatozoides estão diretamente 

relacionadas à sua resistência a criopreservação (Parks e Lych, 1992). Sendo 

importante conhecer a composição lipídica da membrana plasmática para 

estabelecer metodologias de manutenção da sua integridade durante os 

processos de criopreservação. Entretanto, existem poucos estudos da 

composição lipídica da membrana de espermatozoides e nenhuma publicação 

na espécie asinina. 

        Nesse sentido, os objetivos deste trabalho foram comparar o perfil 

lipídico da membrana dos espermatozoides de jumentos e cavalos e 

comparar o perfil lipídico dos espermatozoides de jumentos após os 

processos de criopreservação. 
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   2.   REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. A célula espermática 

        O espermatozoide é uma célula haploide altamente especializada cuja 

estrutura é fundamental para o seu desempenho funcional. Desde a 

produção nos túbulos seminíferos até a fertilização do ovócito, o 

espermatozoide passa por meios adversos e tem que garantir a integridade 

da célula para que o material genético seja transmitido (Amann e Graham, 

2010). 

        A fertilização do ovócito depende de cinco atributos desenvolvidos e 

mantidos pelo espermatozoide: metabolismo para produzir energia; 

motilidade progressiva; enzimas acrossomais; adequada distribuição de 

lipídios na membrana plasmática para estabilizar as estruturas e permitir a 

fusão das membranas no momento adequado; e proteínas da membrana 

plasmática essenciais para a sobrevivência do espermatozoide no trato 

reprodutivo da fêmea (Amann e Pickett, 1987).  

        O espermatozoide é dividido em três regiões: cabeça, peça 

intermediária e flagelo. A cabeça é composta pelo envelope nuclear que 

acomoda a cromatina altamente condensada, o acrossoma e a membrana 

plasmática. Apresenta também quatro regiões diferenciadas pela 

composição da membrana plasmática, sendo área apical, pré-equatorial, 

equatorial e pós-equatorial (Gadella, 2008). O formato e o tamanho da 

cabeça variam de espécie para espécie e é determinado pelo formato do 

núcleo. Em humanos a cabeça do espermatozoide apresenta comprimento 

de 4,5 µm, 5,9 µm em cães, 6,8 µm em bovinos, 8,5 µm em suínos e a 

cabeça espermática do equino tem 7,0 µm de comprimento (Meyers, 2009; 

Garner e Hafez, 2004). 

        O flagelo é dividido em quatro segmentos: colo ou pescoço que conecta 

a cauda a cabeça; peça intermediária que contém mitocôndrias responsáveis 

pela produção de energia necessária para a movimentação espermática; 

peça principal; e peça terminal (Meyers, 2009). 

        A maior função da mitocôndria é a produção de energia para a célula e 

a segunda maior função é regular a morte celular (Ott et al., 2007). Essa 

organela é a maior fonte de espécies reativas de oxigênio (ROS) e tem sido 
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identificada como a estrutura do espermatozoide mais sensível ao processo 

de criopreservação (Peña et al., 2006).  

        A célula espermática apresenta compartimentos especializados 

necessários para atravessar o trato reprodutivo feminino e fertilizar o ovócito. 

Estes compartimentos incluem a membrana plasmática, o núcleo, o 

acrossoma, o colo, as mitocôndrias e o axonema (Figura 1). Cada um tem 

uma função específica determinada pelas classes moleculares que os 

formam, como lipídios e proteínas. Todos os compartimentos intracelulares 

são delimitados por uma membrana que tem distinta composição lipídica e 

proteica, o que caracteriza cada compartimento (Amann e Graham, 2010). 

      

  

2.1.1 Estrutura da membrana plasmática do espermatozoide 

       A membrana plasmática é a estrutura que delimita a célula sendo 

fundamental para a maioria dos fenômenos celulares, pois funciona como 

barreira seletiva determinando a composição do citoplasma celular. O 

modelo básico das membranas biológicas é a estrutura de bicamada de 

fosfolipídeos com proteínas associadas (Singer e Nicolson, 1972).  

       Devido à complexa função do espermatozoide, a membrana plasmática 

é uma estrutura altamente especializada, tendo papel importante na 

proteção do material genético e na fertilização (Lenzi et al., 1996). Apesar 

de envolver toda a célula espermática a membrana plasmática apresenta 

composição distinta em determinadas regiões: nas regiões da porção rostral 

e caudal da cabeça, na peça intermediária e na peça principal. Envolve todo 

o espermatozoide, com espessura de 7,5 a 10 nm, flexível, seletiva e 

permeável aos solutos polares. Formada por três zonas: a bicamada 

lipídica, a superfície de contato entre os fosfolipídios e a água e o 

glicocálice. A bicamada é formada por fosfolipídios polares com porção 

hodrofílica voltada para face externa e porção hidrofóbica orientada em 

direção ao centro da bicamada (Singer e Nicolson, 1972; Amann e Pickett, 

1987). 

         A organização da membrana plasmática dos espermatozoides segue 

o modelo ―mosaico fluido‖ no qual as moléculas de lipídeos e de proteínas 

movem-se lateralmente no plano da bicamada, pois as interações entre 
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lipídeos e proteínas não são covalentes. Essa mobilidade lateral dos 

fosfolipídios é conferida pela característica de fluidez da membrana na 

temperatura corpórea. A fluidez da membrana plasmática regula funções 

específicas como a capacitação espermática, a reação acrossomal e a 

ligação entre espermatozoide e ovócito (Hall, Hadley e Doman, 1991). A 

redução da fluidez foi observada em espermatozoides de homens inférteis 

(Salvolini et al., 2013). 

2.1.1.1 Composição lipídica da membrana plasmática 

               A composição lipídica da membrana plasmática do 

espermatozoide é importante para a função, pois cada espécie de lipídio 

atribui à membrana uma característica única (Amann e Graham, 2010). Os 

lipídeos da membrana plasmática do espermatozoide de diferentes 

espécies incluem fosfolipídeos, esteróis e glicolipídeos. A composição da 

membrana do espermatozoide varia em relação a espécie, sendo de equino 

formada por 57% de fosfolipídeos, 37% de colesterol e 6% de glicolipídeos. 

Em suínos 67% fosfolipídeos, 25% colesterol e 8% glicolipídeos. Os 

glicolipídeos são encontrados no folheto externo da membrana plasmática e 

são os menores componentes que constituem a membrana (Cooper, 1996). 

          Os lipídeos apresentam papel importante na célula: estoque de 

energia, modificações estruturais e funcionais da membrana e efeito na 

interação célula-célula (Stubbs e Smith, 1984). A classificação se baseia 

nos componentes estruturais que o compõe: glicerídeos, esteróis, 

fosfolipídeos, ácidos graxos, glicolipídeos, lipoproteínas. Os fosfolipídeos 

são moléculas anfipáticas formadas por duas cadeias de ácidos graxos poli-

insaturados hidrofóbicos ligados a um grupo fosfato que constitui a cabeça 

hidrofílica (Cooper, 1996). 

        As caudas da estrutura do fosfolipídeo são ácidos graxos e podem ser 

diferentes em comprimento, em ligações duplas (insaturadas) e simples 

(saturadas). A saturação dos ácidos graxos influencia na capacidade de 

agregação dos fosfolipídeos afetando a fluidez da membrana plasmática 

(Siqueira, 2004). As cadeias de ácidos graxos não são solúveis em água o 

que leva a formação da bicamada de fosfolipídeos em solução aquosa (Figura 

2).  
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        Os ácidos graxos são ácidos monocarboxílicos de longas cadeias de 

hidrocarbonetos acíclicas, não polares. Podem ser saturados, 

monoinsaturados (uma ligação dupla) ou poli-insaturados (duas ou mais 

ligações duplas). Os mais abundantes contem 16 e 18 carbonos. 

        As três famílias de ácidos graxos poli-insaturados (PUFAs) são 

classificados de acordo com a distância da primeira ligação em relação ao 

terminal metil n-3, n-6 e n-9. PUFAs de série n-3 são essenciais para 

atividade reprodutiva e representam cerca de 30-50% do total de ácidos 

graxos presentes na membrana dos espermatozoides (Stubbs e Smith, 1984), 

contribuindo para a fluidez e flexibilidade da membrana. 

        O ácido graxo docosahexaenoico (22 carbonos e seis ligações duplas) é 

único de espermatozoides e forma 50% do total de ácidos graxos e 30% de 

ácido palmítico (ácido graxo saturado de 16 carbonos; Amann e Graham, 

2010). 

        A composição de ácidos graxos da membrana plasmática de 

espermatozoide está relacionada a resistência da célula ao frio. A alta 

quantidade de DHA (ácido docosahexaenoico) na composição da membrana 

confere maior resistência a criopreservação espermática em raposas, touros 

(Miller et al., 2005), homem (Gulaya et al., 2001) e elefante africano (Swain e 

Miller, 2000). 

 
Figura 2: Estrutura da bicamada de fosfolipídios da membrana plasmática. 

Fonte: Molecular Biology of the Cell. (Garland Science, 2008). 
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      O fosfolipídeo é o principal constituinte que confere a característica de 

fluidez da membrana, a qual depende da composição e da temperatura. A 

mudança de estado fluido para gel em membranas com maior proporção de 

lipídeos de cadeia insaturada ocorre em temperaturas menores. O esterol, 

por ser uma estrutura plana rígida entre as cadeias laterais dos ácidos 

graxos, também é um constituinte importante na temperatura de transição 

(Albert et al., 1997). 

        Os fosfolipídeos da membrana dos espermatozoides podem ser 

encontrados na face externa da camada (esfingomielina e fosfatidicolina) e 

outros na face interna (fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol; 

Lehninger, 2000).  

        Análises da composição lipídica de espermatozoides de rato revelaram 

que o fosfolipídeo em maior quantidade é fosfatidilcolina (63%), seguido de 

outras categorias como fosfatidiletanolamina (15%) e lisofosfatidilcolina 

(10%); difosfatidilglicerol, fosfatidilinositol e fosfatidilserina estavam presentes 

em menor quantidade (< 10%) (Parks e Lynch, 1992).  

       A parte lipídica da membrana plasmática do espermatozoide equino 

possui: 23,2% de fosfatidicolina, 8% de fosfatidiletanolamina, 7,5% de 

fosfatidilserina, 6,4% de esfingomielina, 6,2% de seminolipideo, 2,5% de 

fosfatidilglicerol, 1,5% de fosfatidilinusitol (Gadella et al., 2001). De acordo 

com García et al., (2011) o ácido graxo mais abundante em equinos é o ácido 

docosopentanoico (49,9%) seguido pelo ácido palmítico (17%). O mesmo 

trabalho verificou que a porcentagem do acido docosopentanoico variou 

significantemente entre os garanhões avaliados.  

        O colesterol é o principal esterol da membrana plasmática dos 

espermatozoides; apresenta estrutura de espiral rígido inserido na bicamada 

de fosfolipídios e regula a estabilidade e permeabilidade da membrana 

plasmática (Cross, 1998). Quanto maior a quantidade de colesterol presente 

menos fluida ou flexível é a membrana (Amann e Graham, 2010) e a fluidez é 

importante para a resistência aos processos de criopreservação (Giraud et al., 

2000). 

        O colesterol estabiliza a membrana diminuindo a temperatura na qual 

esta estrutura altera de fase fluido-cristalina para gel, criando um estado fluido 

intermediário e elimina completamente a fase de transição quando em alta 
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concentração (Kirk et al., 2001). Além disso, quando adicionado ao 

espermatozoide, o colesterol aumenta a tolerância às alterações osmóticas 

(Glazar et al., 2009).  

        Parks e Lynch (1992) verificaram que a relação colesterol:fosfolipídeo é 

0,36 em espermatozoides de garanhão. Esta relação é mais alta em 

espermatozoides de bovinos (0,45) e baixa em galo (0,30) e javali (0,26). 

Quanto maior a proporção colesterol:fosfolipídeos mais resistente é a 

membrana plasmática às mudanças de temperatura (Amann e Pickett, 1987). 

Em algumas espécies, a concentração de colesterol na membrana plasmática 

se altera durante a maturação no epidídimo e a relação 

colesterol:fosfolipídeos aumenta durante o trânsito epididimário em pequenos 

ruminantes (Rana et al., 1991) e diminui em ratos e garanhões (Hall et al., 

1991). 

        Trocas de colesterol por fosfolipídeos entre a membrana plasmática e o 

meio extracelular diminui o conteúdo de colesterol aumentando a fluidez de 

membrana desencadeando a reação acrossomal, por diminuir a adesão dos 

fosfolipídeos e permitir maior influxo de cálcio para a célula espermática 

(Albert, 1997; Cross, 1998). A criopreservação pode induzir essa reação 

causando danos irreversíveis a célula espermática, caracterizada pela perda 

de lipídeos para o meio extracelular, reduzindo o metabolismo celular e perda 

da motilidade (Graham, 2010). 

        Em baixas temperaturas o colesterol interfere nas interações entre as 

cadeias de ácidos graxos, protegendo a membrana dos efeitos da 

refrigeração, mantendo sua fluidez. Hartwing et al (2014) verificaram melhora 

da cinética espermática e integridade de membrana dos espermatozoides 

refrigerado em meio diluente contendo colesterol. Em altas temperaturas o 

colesterol torna a parte interna da membrana menos fluida, reduzindo a 

permeabilidade às pequenas moléculas (Cooper, 1996). 

       Em condições normais, uma adequada quantidade de colesterol e 

aleatória distribuição de proteínas integrais impõe uma configuração laminar 

nos fosfolipídeos e a bicamada se mantém. Em algumas condições, os 

lipídios mudam em matrizes cristalinas e as proteínas se agregam. Isto induz 

a instabilidade da membrana que pode sofrer um dano irreversível (Amann e 

Graham, 2010). 
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      Uma categoria de fosfolipídeos, localizada ao redor das proteínas 

integrais, formada por cadeias de ácidos graxos poli-insaturados assume uma 

forma cônica, ou hexagonal II (ou micela), onde as extremidades hidrofóbicas 

são externas e as hidrofílicas internas, ao contrário da forma laminar (Figura 

3). Esta forma de micela promove um defeito induzindo a fusão da membrana 

e alterando a permeabilidade permitindo a passagem de íons e pequenas 

moléculas para o meio intracelular. Entretanto, uma agregação similar à forma 

hexagonal II é necessária para a reação acrossomal e fertilização (Amann e 

Picket, 1987). 

        As proteínas integrais evitam a forma hexagonal II ou micela, porém 

quando ocorre o resfriamento e a transição da fase fluida para a fase gel, as 

proteínas movem-se para regiões mais fluidas aglomerando-se nestes locais 

da membrana, permitindo este tipo de formação. Esta formação pode ser 

transitória ou irreversível mesmo após o retorno da membrana a fase fluida 

(Parks e Graham, 1992). 

2.2 Alterações estruturais da membrana durante processo de 
criopreservação 

     2.2.1. Choque térmico 

        A preservação do sêmen em baixas temperaturas, refrigeração ou 

congelação, causa danos às células espermáticas que diminuem a fertilidade. 

A habilidade de a célula espermática suportar o choque térmico é adquirida 

durante a maturação epididimária, principalmente pelas mudanças nos lipídios 

da membrana plasmática. Alterações na frequência das ejaculações e no 

tempo de armazenamento epididimário podem explicar as diferenças de 

congelabilidade entre ejaculados de um mesmo indivíduo (Watson, 1995). 
        O termo choque térmico é utilizado para classificar um conjunto de 

alterações, reversíveis ou não, sofrida pela célula espermática após mudança 

da temperatura externa. É caracterizado pelo aparecimento de movimento 

circular fechado, perda de motilidade, diminuição na produção de energia, 

aumento da permeabilidade da membrana e perda de moléculas e íons 

intracelulares (Parks e Graham, 1992). Além disso, espermatozoides de 

várias espécies apresentam flexão irreversível da peça intermediária, 
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enrolamento da cauda, cauda dobrada para trás e espermatozoide com 

movimento retrógrado (Waston e Morris, 1987; Waston, 1990). 

        O tipo de fosfolipídeos e a quantidade de proteínas presentes na 

membrana plasmática influenciam na sensibilidade ao choque térmico, sendo 

que espécies que apresentam maior proporção de 

fosfatidilcolina:fosfatidiletanolamina são mais resistentes e espécies que 

possuem maior quantidade de proteínas são menos resistentes (Parks e 

Lynchy, 1992). 

         As primeiras alterações acontecem quando o sêmen é submetido à faixa 

de temperatura entre 20 e 1°C. Os lipídeos da membrana plasmática do 

espermatozoide, quando submetido a temperaturas na faixa entre 19 e 8°C, 

passam pela fase de transição do estado líquido-cristalino para o estado de 

gel (Parks e Graham, 1992; Amann e Graham, 2010). Esta fase de transição 

é uma consequência da alteração na forma da molécula do fosfolipídeo 

induzida pela temperatura baixa (Amann e Pickett, 1987). Os fosfolipídeos 

perdem a capacidade de movimentação aleatória, devido à rigidez das 

cadeias de ácidos graxos (Amann e Graham, 2010), e as proteínas integrais 

se agregam. A agregação proteica resulta em aumento da permeabilidade da 

membrana plasmática e diminuição do metabolismo celular (Amann e Pickett, 

1987). 

         A temperatura da fase de transição de um lipídeo é determinada pela 

natureza do grupo da cabeça do fosfolipídio, pelo comprimento da cadeia de 

ácido graxo (cadeias curtas apresentam temperatura baixa de transição) e 

pelo grau de instauração das cadeias (cadeias com mais ligações insaturadas 

têm baixa temperatura de transição). Quando a temperatura da membrana 

diminui abaixo da temperatura de transição de uma espécie de lipídeo, este 

lipídeo será submetido à fase de transição e agregado, formando a fase gel 

em um determinado ponto da membrana. A interação destas regiões da 

membrana (em fase gel e a porção fluida) criam pontos de permeabilidade de 

íons levando a instabilidade e ruptura da membrana (Amann e Graham, 

2010).  

        Nem todos os lipídeos da membrada do espermatozoide se organizam 

em bicamada. Quando a membrana está estável, esta espécie de lipídeos é 

encontrada em associação com proteínas integrais. A interação destes 
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lipídios com as proteínas é necessária para determinar a função destas, como 

enzima, receptor ou canal de íons (Quinn, 1989). 

        A queda de temperatura leva a produção ineficiente de ATP pela célula 

espermática, provocando mudanças na bomba de sódio e potássio da 

membrana plasmática com consequente despolarização da membrana e 

abertura dos canais de cálcio, processo semelhante à capacitação 

espermática. Este íon em grande quantidade no interior da célula, ativa as 

fosfolipases que levam a hidrólise dos fosfolipídeos, aumentando a 

permeabilidade da membrana (Amann e Pickett, 1987). Espermatozoides de 

ratos e touros, com danos na membrana plasmática, apresentaram 

diminuição da glicólise anaeróbica e da respiração, causadas pela perda de 

ATP, enzimas glicolíticas e citocromo C (Waston e Morris, 1987). 

        A membrana acrossomal se torna mais permeável ao cálcio a 5°C do 

que a membrana mitocondrial. Altas concentrações de cálcio levam à 

prematura vesiculação da membrana acrossomal (Watson e Morris, 1987). A 

diferença da composição bioquímica destes dois compartimentos de 

membrana explica a rápida queda de fertilidade mesmo sem haver queda da 

motilidade em sêmen refrigerado (Amann e Graham, 2010).  

        A redução da temperatura também afeta a atividade das proteínas da 

membrana plasmática, reduzindo a atividade enzimática e o transporte de 

moléculas. A baixa temperatura altera o pH da célula induzindo uma mudança 

do pK da proteína, da carga elétrica e da sua função. Também altera a 

interação lipídio-proteína reduzindo a movimentação lateral na membrana e a 

desnaturação irreversível da proteína (Amann e Graham, 2010). 

       A célula espermática pode ser congelada de três maneiras: 

congelamento lento, rápido e ultra rápido. Quando a temperatura atinge a 

faixa de 0°C, cristais de gelo começam a se formar no meio extracelular, o 

que leva ao aumento da concentração de sal no fluido extracelular. A água no 

interior da célula espermática não congela e sai para o meio extracelular 

desidratando o espermatozoide. Se a água não sair do espermatozoide 

rapidamente, ocorre a formação de cristais de gelo intracelular. Os cristais de 

gelo intracelular causam graves danos à célula espermática. A curva de 

refrigeração interfere diretamente na integridade da célula: se for muito lenta a 

alta concentração de sal intracelular causa danos osmóticos ao 
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espermatozoide; se for muito rápida ocorrerá formação de cristais de gelo 

dentro da célula causando danos físicos (Amann e Pickett, 1987). 

       O resfriamento lento (-25 a -40°C/min) leva a desidratação do 

espermatozoide devido à elevada concentração de solutos no meio 

extracelular não havendo formação de cristais de gelo intracelular. Porém, o 

efeito solução pode prejudicar a célula espermática (Waston, 1995). Este 

efeito é extremamente deletério para a célula devido a grande desidratação e 

a exposição a um meio extremamente saturado. É considerado um dos 

pontos críticos no processo de criopreservação (Waston, 1981). 

       O resfriamento ultrarrápido (curva > -60°/min) não permite que toda a 

água intracelular saia antes do congelamento da célula, resultando na 

formação de microcristais de gelo dentro do espermatozoide. Estes não são 

capazes de danificar a célula espermática, mas a lesão pode ocorrer durante 

o aquecimento, pela reorganização dos microcristais em cristais maiores 

(Graham, 1996). 

         Thomas et al. (2006) observaram que a criopreservação aumenta as 

alterações de lipídeos da membrana espermática em equinos. A 

criopreservação de espermatozoides de homens reduziu a quantidade dos 

ácidos graxos docosapentaenoico e o docosahexaenoico. Esta redução foi 

também observada em espermatozoides de homens inférteis, o que indica a 

perda da função dos espermatozoides que sofreram esta alteração dos 

fosfolipídios (Gulaya et al., 2001). Os fosfolipídeos que mais se perdem 

durante a criopreservação são a fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina 

(Chakrabarty et al., 2007). A fosfatidilserina, fosfolipídio localizado no folheto 

interno da membrana plasmática, sofre uma translocação para o folheto 

externo quando ocorre dano grave à membrana, principalmente causado pelo 

choque frio (Graham, 2010). 

      

  2.2.2. Estresse oxidativo 

       O estresse oxidativo está relacionado à queda da fertilidade de 

espermatozoides preservados a baixas temperaturas. É provocado pelo 

excesso de produção de ROS (espécies reativas de oxigênio) que causam 

danos a membrana plasmática e ao DNA dos espermatozoides (Sikka et 
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al.,1995). 

       As espécies reativas de oxigênio são moléculas de radicais livres e 

derivados de oxigênio que causam dano oxidativo em membranas lipídicas, 

proteínas e carboidratos, danificando ácidos nucleicos e despolimerizando o 

ácido hialurônico (Agarwal e Parabakaran, 2005). Apresentam efeitos 

benéficos e deletérios para a função espermática de acordo com sua 

concentração. Em altas concentrações causam a peroxidação lipídica da 

membrana, alterando sua fluidez, diminuindo a capacidade fertilizante 

podendo causar a morte celular (Park et al., 2012). 

      Concentrações reduzidas de ROS são importantes para processos 

bioquímicos normais (defesa contra patógenos, crescimento celular), 

apresentando papel importante na maturação espermática de mamíferos 

(Lamirande e Gagnon, 1993). A maioria das espécies animais possui sistema 

de proteção capaz de neutralizar os efeitos deletérios ocasionados pelos 

ROS formadas durante o metabolismo do oxigênio e da oxidação de lipídios. 

Antioxidantes, como α-tocoferol (vitamina E) e ácido ascórbico (vitamina C), 

bloqueiam a ação das espécies reativas de oxigênio que levam a oxigenação 

dos ácidos graxos poli-insaturados que compõem a membrana plasmática 

dos espermatozoides (Agarwal et al, 2008). O efeito citotóxico das ROS pode 

ser completamente eliminado pela presença da catalase, porém o 

espermatozoide parece ser desprovido desta enzima (Godeas et al., 1997). 

       A membrana espermática por ser rica em ácidos graxos poli-insaturados, 

se torna altamente sensível às ROS, que quando oxidam as cadeias 

produzem novos metabólitos oxidantes, potencializando o dano celular, 

resultando em perda da motilidade espermática e indução da apoptose 

(Bansal e Bilaspuri, 2010). 

       No interior da membrana plasmática, na parte hidrofóbica, as ROS são 

produzidas e se ligam a moléculas de oxigênio formando o radical peroxil. 

Este radical oxida os ácidos graxos adjacentes formando o hidroperóxido. 

Por serem hidrofílicos, os hidroperoxidos migram para a superfície para 

interagir com a água, provocando a ruptura da membrana (Buettner, 1993). 

       Os tocoferóis removem os radicais peroxil antes que oxidem os ácidos 

graxos adjacentes e estão presentes na dupla camada lipídica das 

membranas celulares. A ação deste antioxidante é intensificada pela 
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glutationa-peroxidase que converte peróxidos orgânicos e peróxidos de 

hidrogênio em álcoois e água evitando a lesão na célula. A glutationa-

peroxidase contém selênio em sua estrutura ativa e pode explicar a eficiência 

do selênio na prevenção de estresse oxidativo celular (Buettner, 1993). 

       A célula espermática, durante a maturação, apresenta proteínas 

capazes de remover as ROS: SOD1 (superoxide dismutase 1), GPX 

(glutatione peroxidase) e a Peroxiredoxin 5 (Park et al., 2012). A GPX e a 

SOD1 são enzimas antioxidantes adsorvidas pela membrana plasmática do 

espermatozoide (Tavilani et al., 2008). Em humano a SOD1 (33 kDa) é um 

antioxidante importante para evitar a peroxidação de lipídios e proteínas e 

danos ao DNA causados pelas ROS (Strange et al., 2003; Tavilani et al., 

2008). A SOD1 remove O2
- e forma H2O2 a qual é removida pela catalase ou 

pela GPX (Park et al., 2012). 

 

2.3. Espectometria de Massa 

        Método para identificar as diferentes moléculas que compõem uma 

substância. O espectrômico de massa bombeia moléculas com um feixe de 

íons ou elétrons de alta energia para extrair íons de uma amostra. Nos anos 

oitenta, o processo foi catalisado por dois métodos de ionização de amostras 

para análise por espectometria de massa (MS): a ionização por electrospray e 

a desorção de matriz assistida por laser (MALDI; Murphy, Fielder e Hevko, 

2001). 

        A análise consiste na geração de íons a partir de compostos orgânicos 

ou inorgânicos por meio de um método de ionização apropriado. Os íons são 

separados em um analisador de massas em relação sua massa-carga (m/z). 

Um detector conta os íons qualitativamente e ou quantitativamente. 

Apresentam um setor magnético (imã) responsável pela separação das 

partículas iônicas. Os íons atravessam o campo magnético que curva suas 

trajetórias em linhas diferentes, dependendo da relação massa-carga, 

separando os íons em um padrão chamado espectro de massa. A massa e a 

carga dos íons são identificadas por sua posição no espectro (Croxatto, 

Prod’hom e Greub, 2012). 

        Para análise as amostras podem ser inseridas diretamente no 
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espectrômetro de massa ou o equipamento pode ser acoplado a uma técnica 

de separação, como a cromatografia gasosa, a cromatografia líquida ou a 

eletroforese capilar (Schiller et al., 2007). 

        Permite a análise exata do peso molecular da amostra, além de conferir 

alta tolerância aos sais, tampões e detergentes que possam estar presente 

na amostra. 

        A técnica de MALDI é acoplada a detectores de espectrômicos que 

utilizam as diferenças entre tempo-de-vôo (TOF) das moléculas 

considerando diferenças de tamanho. Os íons são submetidos a uma mesma 

força cinética e podem ser identificados pelo tempo de ―viagem‖ entre a fonte 

de íons e o detector (Fernandez-Lima et al., 2005) 

            A técnica de MALDI-TOF foi originalmente desenvolvida para análise 

de proteínas, entretanto tem se mostrado eficiente, prática e rápida para 

qualificar lipídios do espermatozoide e do plasma seminal de suínos, 

humanos, bovinos e roedores (Leissig et al., 2004; Schiller et al., 2000; 

Schiller et al., 2007; Fuchs et al., 2007; Teuber et al., 2011; Nimptsch et al., 

2013; Pyttel et al., 2014). Em recente experimento a técnica de MALDI-TOF foi 

utilizada em laboratório de microbiologia para identificar bactérias e fungos 

(Croxatto, Prod’hom e Greub, 2012). 
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3. HIPÓTESE 

1) Espermatozoides de cavalos e jumentos apresentam diferentes 

perfis lipídicos da membrana plasmática. 

2) Qual a influência da criopreservação na composição lipídica da 

membrana plasmática do espermatozoide? 

 

 

4. OBJETIVOS 

1) Comparar perfil lipídico dos espermatozoides de jumentos e cavalos. 

2) Comparar perfil lipídico da membrana dos espermatozoides de 

jumentos antes e após os processos de criopreservação. 
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Comparação do perfil lipídico do espermatozoide de jumentos (Equus 

asinus) e cavalos (Equus caballus) 

Maria Manoela de Castro Chaves1, Carlos Ramires Neto1, Katia Roberta 
Belaz2, Davila Zampieri2, Alessandra Tata2, Marcos Nogueira Eberlin2 , 
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RESUMO 

Os equinos e asininos pertencem à família Equidae e género Equus, por 
este motivo são considerados similares e tratados de forma equivalente em 
relação à fisiologia reprodutiva. O conhecimento de diferenças 
morfofuncionais entre os espermatozoides destas espécies pode contribuir 
para melhorar as biotécnicas relacionadas ao processamento do sêmen de 
jumentos. Além da importância da composição lipídica das membranas 
espermática sobre a qualidade do sêmen e a sua resistência à 
criopreservação, é conhecida a existência de diferenças na composição 
lipídica das membranas espermáticas entre garanhões, entre duas raças de 
garanhões e entre espécies filogeneticamente próximas, como os gatos e 
tigres. Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo comparar o 
perfil lipídico das membranas dos espermatozoides de jumentos e cavalos. 
Foram utilizados 19 jumentos da raça Pêga e 25 garanhões da raça Quarto 
de Milha. Uma alíquota de 50x106 de espermatozoides foi removida em 
duplicata, disposta em criotubo e congelada em nitrogênio liquido (-196°C) 
para posterior avaliação do perfil lipídico. O restante do ejaculado foi diluído 
com diluente comercial à base de leite desnatado (Botu-sêmen®, Botupharma) 
para a concentração de 50 x106 espermatozoides por mL para realização das 
análises das características espermáticas. A análise do perfil lipídico foi 
realizada por espectrometria de massa MALDI-MS no sêmen fresco (sem a 
adição de diluente). Foram identificados 101 íons lipídicos na membrana 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Equidae
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espermática de cavalos e 105 íons em jumentos. A espécie asinina 
apresentou maior abundância relativa de 18 íons e a espécie equina de 10 
íons lipídicos. Assim pode-se concluir que a composição lipídica da 
membrana do espermatozoide de jumentos é diferente de cavalos. 
Apresentando maior variação de fosfolipídios e maior abundância relativa de 
18 fosfolipídeos. 
Palavras-chave: fosfolipídeo, MALDI-MS, asinino, garanhão, membrana 
plasmática. 

INTRODUÇÃO 

        Os equinos e asininos pertencem à família Equidae e género Equus, 

por este motivo são considerados similares e tratados de forma equivalente 

em relação à fisiologia reprodutiva. Nos últimos anos vários estudos foram 

direcionados para aprimoramento das biotecnologias relacionadas à espécie 

Equus asinus dos jumentos. Porém, vários trabalhos já comprovaram 

particularidades da espécie asinina em relação às características seminais 

[1,2], comportamento sexual [3, 4, 5, 6] e criopreservação de sêmen [7, 8, 

9]. 

        Assim sendo, o conhecimento de diferenças morfofuncionais entre os 

espermatozoides destas espécies pode contribuir para melhorar as 

biotécnicas relacionadas ao processamento do sêmen de jumentos. Uma 

característica da célula espermática que esta diretamente relacionada ao 

sucesso do emprego das biotécnicas é a composição da membrana 

plasmática. 

A membrana da célula espermática é diferente da maioria das demais 

membranas celulares. Suas características únicas de ligação, fusão, 

metabolismo e proteção, conferem funções só encontradas nos 

espermatozoides. A estrutura lipídica destas células vem sendo estuda em 

diversas espécies (bovinos [10], equinos [11], raposas [12], felinos [13], 

koalas [14] e humanos [15]) com o objetivo de mapear lipídeos, a fim de 

promover avanços nas terapias para melhora da qualidade seminal, como 

na preservação espermática.  

Os lipídeos desempenham importante papel na fluidez e flexibilidade 

da membrana, bem como na motilidade e viabilidade espermática [14]. Os 

ácidos graxos insaturados, como o ácido docosahexaenóico ou o ácido 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Equidae
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docosapentaenóico, são responsáveis pela fluidez da membrana espermática 

e capacidade fertilizante [16,17]. 

Além da importância da composição lipídica das membranas 

espermática sobre a qualidade do sêmen e a sua resistência à 

criopreservação, é conhecida a existência de diferenças na composição 

lipídica das membranas espermáticas entre garanhões [18], entre duas raças 

de garanhões [19] e entre espécies filogeneticamente próximas, como os 

gatos e tigres [13]. 

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo comparar o 

perfil lipídico das membranas dos espermatozoides de jumentos e cavalos. 

           

MATERIAL E MÉTODOS 

Colheita sêmen e avaliações iniciais         

        Foram utilizados 19 jumentos da raça Pêga e 25 garanhões da raça 

Quarto de Milha, com idade entre 7 e 15 anos alojados em haras no estados 

de São Paulo. Todos os animais apresentavam boa qualidade do sêmen 

fresco (Motilidade total superior a 60% e motilidade progressiva > 30%) e 

histórico de fertilidade conhecido. 

        Foi colhido um ejaculado de cada animal através de vagina artificial 

modelo Botucatu (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil), após a colheita o sêmen 

foi filtrado em filtro de nylon (Minitub®, Alemanha) para remoção da fração gel. 

A concentração espermática foi aferida por câmara de Neubauer e uma 

alíquota de 50x106 de espermatozoides foi removida em duplicata, disposta 

em criotubo e congelada em nitrogênio liquido (-196°C) para posterior 

avaliação do perfil lipídico. O restante do ejaculado foi diluído com diluente 

comercial à base de leite desnatado (Botu-sêmen®, Botupharma) para a 

concentração de 50 x106 espermatozoides por mL para realização das 

análises das características espermáticas.  

Cinética espermática 

 As análises de cinética espermática foram feitas pelo método 

computadorizado CASA (HAMILTON THORNE RESEARCH – IVOS 12) 
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utilizando o mesmo setup para ambas as espécies.  Os parâmetros avaliados 

foram a motilidade total (MT%), motilidade progressiva (MP%), velocidade 

linear progressiva (VSL; μm/s) velocidade de trajeto VAP (μm/s), e 

espermatozoides rápidos (RAP%). A configuração do equipamento de CASA 

está descrito na Tabela 1. 

 

Tabela 1 – Configuração do equipamento de CASA utilizado nas análises. 

CARACTERÍSTICAS AJUSTE 

Número de pontos examinados  

Contraste das células em relação ao campo  

Tamanho mínimo da célula  

Contraste para células imóveis  

Limite inferior para índice retilíneo  

Referência para velocidade média (VAP)  

Referência para velocidade lenta (VAP)  

Referência para velocidade lenta (VSL)  

Tamanho da cabeça estática 

Intensidade da cabeça estática 

Elongação da cabeça estática 

Lentos contados como móveis  

Magnificação  

30 

60 pixels 

3 pixels 

30 pixels 

80 % 

<70 μm/s 

<30 μm/s 

<20 μm/s 

0,62 – 2,98 pixels 

0,24 – 1,19 

100 - 0% 

Não 

1,95 

 

Integridade de membrana plasmática 

 A análise da integridade de membrana plasmática foi realizada pela 

técnica de microscopia de epifluorescência (Leica Microsystem – DMLB, 

Ernst-Leitz-Strabe, Wezlar Germany), utilizando a associação das sondas 

fluorescentes diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propideo 
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(IP) segundo técnica descrita por Harrison e Vickers, [20].  

Perfil Lipídico da membrana plasmática  

        A análise do perfil lipídico foi realizada por espectrometria de massa 

MALDI-MS no sêmen fresco (sem a adição de diluente). As análises foram 

realizadas no Laboratório Thomson de Espectrometria de Massas, na 

Universidade Estadual de Campinas. 
        A extração dos lipídios foi realizada pelo protocolo estabelecido por Bligh 

e Dyer [21]. A alíquota contendo os espermatozoides foi descongelada em 

temperatura ambiente e diluída com 1 mL de solução de PBS sem cálcio e 

magnésio. A mesma foi homogeneizada durante 3 minutos e centrifugada à 

12000xg por 1 minuto. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e 

novamente as células foram lavadas. O sobrenadante foi descartado e 0,5 mL 

de uma solução de clorofórmio/metanol (CHCl3/CH3OH, 1:2) foi adicionada e 

homogeneizada durante 5 minutos. Uma nova centrifugação à 5000xg por 3 

minutos foi realizada e a fase inferior foi removida e criopreservada a -196oC 

até a análise por espectrometria de massa. 

        O volume de 1µL do extrato lipídico foi adicionado sobre a placa MALDI 

e após a cristalização adicionou-se 1 µL da solução de DHB (30 mg em 1 mL 

de metanol). Os espectros foram adquiridos em modo positivo utilizando 

MALDI-MS Autoflex III por tempo de vôo, equipado com tecnologia laser 

smartbeamTM (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Os dados de MS foram 

adquiridos na faixa de m/z entre 700 e 1000 em média 1.500 disparos 

consecutivos de laser com uma frequência de 200 Hz. FlexAnalysis Software 

3.0 foi utilizado para visualizar e processar os espectros de massas. 

        As estruturas dos fosfolipídios foram atribuídas baseadas na busca da 

literatura e a base de dados (http://lipidsearch.jp ou www.lipidmaps.org). 

Análise estatística 

Para a análise estatística da comparação das características de 

cinética espermática e integridade de membrana plasmática foi utilizado teste 

t, considerando significativo p≤0,05. Para o perfil lipídico foram utilizados 

modelos uni e multivariados. Os valores foram substituídos pela metade do 

valor mínimo positivo nos dados obtidos a partir do pré-processamento.  
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Os valores de intensidade de cada pico nos espectros foram auto-

dimensionado (média-centrada e dividido pelo desvio padrão de cada 

variável), a fim de dar a mesma importância para cada valor em m/z. As 

análises foram realizadas utilizando o MetaboAnalyst 2,0, a análise 

discriminante dos quadrados mínimos parciais (PLS-DA), mostrado a relação 

entre a variância nos dados e as diferenças entre as espécies (Equinos e 

Asininos). As espécies de lípidos foram diferencialmente expressos 

identificados utilizando ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Vulcano plot foi 

usado para comparar os dois grupos, usando os seguintes critérios: valores 

de p≤0,05 e fold-change (FC) ≥1,5. Agrupamento hierárquico da espécie 

lipídica diferencialmente expressos foi realizada usando distâncias euclidianas 

ligaçãoes Ward foram utilizados para mostrar relação entre as amostras e 

funcionalidades. 

 

RESULTADOS 

         Os dados da cinética espermática que apresentaram diferença 

estatística entre as espécies de jumentos e cavalos para os parâmetros de 

motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), velocidade de trajeto 

(VAP) e espermatozoides rápidos (RAP) estão dispostos na Tabela 2.  

        Os resultados do presente estudo identificaram 101 íons lipídicos em 

cavalos e 105 em jumentos. Cinco íons de massa carga (m/z) 762, 822, 865, 

867 e 879 foram encontrados apenas em espermatozoides de cavalos. Em 

jumentos foram 9 íons exclusivos (m/z 709.4, 731, 753, 756, 778, 796, 798, 

811 e 880).  

        Os asininos apresentaram maior abundância relativa de 18 íons de 

massa/carga 706.1, 734.6, 741.6, 745.5, 753.6, 754.6, 755, 756.6, 762.8, 

769.6, 772.5, 782.7, 798.5, 801, 804.5, 847, 857.5 e 873.7. Em equinos dez 

íons de m/z 705.7, 717.5, 723.7, 772, 835, 836, 837.8, 851, 876 e 881 

apresentaram maior abundância relativa (Tabela 3). 
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Tabela 2: Valores médios e desvios padrão da cinética espermática e da 

integridade da membrana plasmática do sêmen de jumentos e cavalos a 

fresco. 

Grupo MT(%) MP(%) VAP(µm/s) VSL(µm/s) RAP(%) IMP(%) 

Cavalo 81,6±10,6a 51,5±9,7a 128,4±15,7a 106,1±12,6a 76,2±11,9a 61,7±17,1a 

Jumento 73,4±11,4b 36,8±6,9b 117,5±12,2b 98,7±15,2a 65,4±9,9b 68,4±14,8a 

abLetras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si, p<0,05.  
MT = motilidade total, MP = motilidade progressiva, VAP = velocidade de trajeto, VSL 
= velocidade retilínea, RAP = espermatozoides rápidos e IMP = integridade de 
membrana plasmática. 
         Um exemplo representativo de espectros dos fosfolipídeos encontrados 

na membrana espermática de Cavalos e Jumentos, obtidos por MALDI-MS, 

estão representados na Figura 1.  

 

Figura 1: Exemplos representativos de espectros de massas dos perfis de 

fosfolipídeos obtidos dos cavalos e jumentos.  

 

 

  Cavalo 

  Jumento 
JUJUM 

  m/z   
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Tabela 3: Valores da quantidade total de íons, íons exclusivos de cada 

espécie, íons com maior abundância comuns, íons identificados e íons não 

identificados nos espermatozoides a fresco de cavalos e jumentos. 

 Cavalo Jumento 
Total 101 105 
Exclusivos 5 9 
Maior abundância 
entre os comuns 10 18 

Íons identificados 1 12 
Íons não identificados 9 6 

 

A Figura 2 representa a distribuição espacial das amostras de sêmen 

de jumentos e cavalos sobre a composição dos fosfolipídeos da membrana 

espermática. 

               

Figura 2: Representação gráfica da diferença do perfil de fosfolipídeos, 

analisado por PLS–DA, entre os grupos Cavalos e Jumentos. 
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        Os íons lipídicos que apresentaram diferença estatística (p<0,05 e fold 

change>1,5) entre as duas espécies estudadas estão representados nas 

Figuras 3 e 4.  

  

 

Figura 3: Representação gráfica dos íons lipídicos que apresentaram maior 

abundância relativa na membrana espermática de cavalos em relação aos de 

jumentos. 

p<0,05 

FC>1,5 
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Figura 4: Representação gráfica dos íons lipídicos que apresentaram maior 

abundância relativa na membrana espermática de jumentos em relação aos 

de cavalos. 

p<0,05 

FC>1,5 
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         Os fosfolipídeos são identificados por uma abreviação PC 

(fosfatidilcolina), SM (esfigomielina), PE (fosfatidiletanolamina) ou TAG 

(triacilglicerol), seguida pelo total de carbonos e duplas ligações (C:dupla 

ligação). Os principais íons identificados nos especrtos estão relacionados na 

Tabela 4. 

Tabela 4: Valores dos lipídeos de maior abundancia relativa em relação a 
massa-carga (m/z), fórmula molecular (Fosfolipídios), referência bibliográfica 
da identificação do íon (Referência) de espermatozoides a fresco de cavalos e 
jumentos. 

Maior 
abundânica 

espécie 

m/z Fosfolipídeos  
(carbonos: insaturações) 

Referências 

Cavalo 705.7 Não identificado  

Cavalo 717.5 [PA (36:5) + 2H + Na]+ 23 

Cavalo 723.7 Não identificado  

Cavalo 772 Não identificado  

Cavalo 835 Não identificado  

Cavalo 836 Não identificado  

Cavalo 837.8 Não identificado  

Cavalo 851 Não identificado  

Cavalo 876 Não identificado  

Cavalo 881 Não identificado  

Jumento 706.1 [PC (30:3) + H]+ 22 

Jumento 734.6 [PC (32:0) + H]+ 22 

Jumento 741.6 Não identificado  

Jumento 745.5 [PA (36:2) – H+2Na]+ 23 

Jumento 753.6 [SM(18:0)+Na]+ 24 

Jumento 754.6 [PC (32:1) + Na]+ 24 

Jumento 755 Não identificado  

Jumento 756.6 [PC (32:0)+Na]+ e/ou  [PC (34:3)+H]+ 22, 24, 13 

Jumento 762.8 [PE (34:1) – H+ + 2Na]+ 22 

Jumento 769.6 [PC (38:6)+Na]+ com perda (CH3)3 25 

Jumento 772.5 [PCp (36:1) + H]+, [PCe (36:2) + H]+ 23 

Jumento 782.7 Não identificado  

Jumento 798.5 [PC (34:1)+K]+ 25 

Jumento 801 Não identificado  
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Jumento 804.5 [PC (38:7) + H]+, [PC(36:4)+ Na]+ 13 

Jumento 847 Não identificado  

Jumento 857.5 [PPS (50:0)+H]+ 26 

Jumento 873.7 Não identificado  

PA = ácido fosfatídico, PG = fosfatidilglicerol, PC = fosfatidilcolina; SM = 
esfigomielina; PE = fosfatidiletanolamina; TAG = triacilglicerol; PCe subspecies = 
plasmanyl e PCp subspecies = plasmenyl. 

 

              

DISCUSSÃO 

        Atualmente, a espécie asinina utiliza quase que exclusivamente as 

biotécnologias da reprodução desenvolvidas para os equinos, entretanto 

os resultados de fertilidade muitas vezes são bem distintos com valores 

inferiores para os jumentos. Porém, ao se comparar o sêmen a fresco 

destas duas espécies, pode-se verificar valores similires ou até mesmo 

superiores para as caracterisitcas de cinetica e integridade espermática 

nos garanhões asininos. Nesse sentido, a investigação de particularidades 

morfofuncionais dos espermatozoides de jumentos pode direcionar o 

desenvolvimento de técnicas de processamento do sêmen mais 

adequadas a esta espécie. 

 Poucos trabalhos, ainda hoje, se propuseram a verificar o perfil lipídico 

da membrana espermática, principal estrutura do espermatozoide que 

através de sua intereção como o meio externo, confere a esta célula única, 

sua viabilidade. Alguns autores compararam a lipidômica espermatica de 

espécies similares e verificaram diferenças importantes entre elas [11,13, 

30].  

        No presente estudo pode verificar que os animais utilizados 

apresentavam caracterisitcas de cinética e integridade espermática muito 

próximas, a dispeito de algumas diferenças estatísticas nos parâmetros de 

motilidade total e progressiva, VAP e espermatozoides rápidos, com 

valores superiores no sêmen de jumentos. Ambos os grupos estudados 

demonstraram qualidade espermática condizente a obtenção de índices 
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de fertilidade similares. Estes valores corroboram com os trabalhos de 

Miró et al., [27], Miro et al., [28] e Rota et al., [29]. 

 Apesar da boa qualidade espermática do sêmen a fresco destas duas 

espécies, sabe-se que a resposta destas amostras ao processo de 

criopreservação é bem disitinto. A espécie asinina apresenta qualidade 

espermática inferior de armazenamento quando comprarada aos equinos 

com mesma viabilidade antes do processamento. [7, 8, 11, 27, 29].  Assim 

sendo, vê-se a necessidade de adaptações as biotécnicas hoje utilizadas 

para o armazenamento do sêmen desta espécie as suas peculiaridades, 

como diluidores, taxas e curvas de refrigeração específicos que promovam 

uma melhora das caracterisitcas espermática após o processamento.     

 Um fator que pode explicar essa distinção de qualidade frente ao 

processamento pode estar relacionado à composição lipídica da 

membrana espermática. Nesse sentido, trabalhos têm sido realizdos para 

caracterizar o perfil lipídico da membrana dos espermatozoides em 

diferentes espécies (homens [30], suínos [30], bovinos [26] e felinos [13]), 

pois a composição específica de lipídeos e ácidos graxos da membrana é 

importante para entender os mecanismos das diferenças de respostas à 

refrigeração e congelação do sêmen entre os indivíduos [18], uma vez que 

a composição dos ácidos graxos está diretamente relacionada à sua 

resistência à criopreservação [11].  

        Os espermatozoides de jumentos demonstraram maior abundância 

relativa de 18 fosfolipideos na membrana em relação aos espermatozoides 

de cavalos. A maior parte desses fosfolipídeos é insaturado, ou seja, 

apresentavam duplas ligações em sua estrutura, conferindo a membrana 

uma maior fluidez, o que a temperatura ambiente possa ser uma fator 

benéfico, entretanto pode torná-la mais vulnerável a peroxidação lipídica 

com a queda da temperatura [11, 16]. A fase de transição da membrana 

durante a criopreservação se mostra como uma das fases de maior lesão 

à célula espermatíca, quando efetuada de maneira inadequada. Esse 

fenômeno pode explicar a maior susceptibilidade a danos espermáticos 

decorrentes de processos de criopreservação que a espécie asinina 

apresenta em relação à espécie equina [7, 9]. 



50 
 

        Em relação às características lipídicas dos espermatozoides em 

diferentes espécies, Fuchs et al [13] verificaram que a composição de 

fosfolipídeos da membrana do espermatozoide de bovinos apresenta uma 

composição relativamente mais simples comparada a de felinos que 

apresentam uma complexidade de fosfolipídeos, podendo este ser um 

fator determinante para o sucesso no processamento do sêmen dos touros 

em relação aos felídeos. 

        Ramires Neto [19] comparou o perfil lipídico da membrana 

espermática de cavalos da raça Mangalarga Marchador e Quarto de Milha, 

no qual os cavalos Mangalargas apresentaram maior abundância em três 

fosfolipídeos sendo a raça mais sensível aos danos espermáticos, pois a 

diferença existente entre os tipos e quantidade de fosfolipídeos pode 

representar a instabilidade da membrana espermática durante os 

processos de criopreservação, principalmente por alterar a fluidez [18]. O 

que pode explicar a variação dos resultados do sêmen criopreservado de 

jumentos [31, 32]. 

        A fosfatidilcolina (PC) e a esfinfomielina (SM) são unidades 

estruturais de membranas e sua presença determina as propriedades 

físico-químicas da membrana celular, incluindo permeabilidade, fluidez e 

comportamento da fase de transição [33]. A PC foi o fosfolipídeo mais 

encontrado na membrana do espermatozoide de jumentos, corroborando 

com autores que comprovaram que este fosfolipídeo esta presente nas 

bicamadas das membranas de animais, devido a sua estrutura polar-

apolar que favorecem a organização das moléculas em bicamadas. 

Proporciona fluidez da membrana e é um dos principais substratos para a 

fosfolipase D, enzima responsável por inúmeros eventos celulares, como: 

o rearranjo do citoesqueleto, formação e transporte de vesículas [11, 34, 

35]. Estudos demonstraram que perturbações na homeostase da PC 

podem levar a célula à morte [34]. 

        O ácido fosfatídico (PA) também foi encontrado na membrana do 

espermatozoide de jumentos, apesar de não ser um fosfolipídeo 

abundante, é extremamente importante como intermediário na biossíntese 

de trigliceróis e fosfolipídeos e como molécula sinalizadora, podendo surgir 
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por hidrólise enzimática durante condições impróprias de armazenamento 

[36]. 

        A tolerância criogênica esta relacionada à presença de altos níveis 

dos ácidos docosahexaenóico (22:6) e docosapentaenóico (22:5) como 

observado em estudo comparando raças diferentes de elefantes [37]. Os 

autores observaram que o sêmen de elefante africano pode ser 

criopreservado com resultados satisfatórios de fertilidade enquanto 

espermatozoides de elefantes asiáticos, que apresentam baixos níveis 

desses ácidos graxos, são sensíveis ao processo de criopreservação.  

        Fenômeno semelhante foi reportado em relação ao espermatozoide 

de diferentes raças de raposa, no qual o espermatozoide de raposa 

prateada (Vulpes vulpes) apresentou altos níveis de ácido 

docosapentaenóico (22:5, n-6) na membrana quando comparado a 

espermatozoides de raposa azul (Alopex lagopus). Os espermatozoides 

da raposa azul não apresentam resultados de fertilidade após o processo 

de congelação [12]. Corroborando com Schiller et al [26] que identificaram 

altos níveis de ácido docosahexaenóico (22:6) em espermatozoides de 

bovinos, o qual pode ser criopreservado, em relação ao espermatozoide 

de suínos [30]. 

        Além disso, Gulaya et al., [38] observaram correlação positiva entre 

níveis de ácido docosahexaenóico da membrana de espermatozoides de 

humanos e motilidade espermática, pois os ácidos docosahexaenoico e 

docosapentaenóico são importantes para o desenvolvimento da motilidade 

e tolerância a criopreservação. De acordo com Miller et al [14] membranas 

de espermatozoides ricas em ácidos graxos poliinsaturados tendem a ser 

mais fluidas quando comparada a membranas ricas em ácidos graxos 

saturados, porém uma pequena diminuição da fluidez da membrana 

parece ser importante para a tolerância criogênica. 

        Adicionalmente, a diferença do perfil de fosfolipídeos das membranas 

espermáticas entre as duas espécies estudadas pode estar relacionada a 

fatores genéticos e ambientais. Sudano et al. [39] observaram diferenças 

lipídicas entre o embrião de vacas Nelore e Simental e atribuíram como 

possível causa desta diferença a origem dos animais Simentais, 

naturalmente selecionados em países de baixas temperaturas, o que pode 
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ter determinado o grau mais elevado de fosfolípídeos insaturados 

presentes em embriões dessa raça. O que pode ser atribuído às espécies 

do presente trabalho, pois a seleção da raça dos jumentos estudados foi 

feita em clima tropical, enquanto a raça de cavalos foi selecionada em 

clima temperado. 

       Nesse sentido, as diferenças da composição da membrana 

espermática de jumentos e cavalos podem ser atribuídas a origem de 

seleção de cada espécie e as adaptaçòes dos espermatozoides para a 

fertilização, assim como Fuchs et al [13] explicou as diferenças 

encontradas quando compararam composição lipídica da membrana 

espermática em diferentes espécies animais. A informação detalhada da 

composição lipídica da membrana do espermatozoide é necessária para 

aperfeiçoar as biotecnologias aplicadas à espécie asinina, abrindo campo 

de estudos para diferenciar o processamento do sêmen de cavalos e 

jumentos. 

 

 

 

 

CONCLUSÃO 

         Pode-se concluir que a composição lipídica da membrana do 

espermatozoide de jumentos e cavalos apresentam diferenças marcantes, 

demonstrando a necessidade do desenvolvimento de biotécnicas 

específicas adequadas a cada espécie. Nesse sentido, novos estudos 

nessa linha são necessários para verificar a influência dos diferentes 

lipídeos frente aos processamentos espermáticos da espécie asinina. 

. 
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RESUMO 

Preservar a integridade da membrana plasmática do espermatozoide é 

fundamental para manter a capacidade fertilizante, especialmente após 

processos desgastantes como a criopreservação. A congelação e refrigeração 

causam às membranas desestabilização, rearranjo, perda e peroxidação dos 

lipídeos. A membrana plasmática funciona como uma barreira física ao 

ambiente externo e a sua integridade estrutural está diretamente relacionada 

ao tipo e quantidade de lipídeos que a compõem. Nesse sentido, o objetivo do 

presente estudo foi verificar as alterações do perfil lipídico da membrana dos 

espermatozoides de jumentos causadas pelos processos de criopreservação. 

Foram utilizados ejaculados de sete jumentos da raça Pêga, a análise do 

perfil lipídico foi realizada por espectrometria de massa MALDI-MS antes e 

após os processos de criopreservação. O processo de refrigeração a 5°C 

resultou em perda de 14 íons lipídicos e o de congelamento em apenas um 

íon. E 16 íons que não foram identificados antes do processo estavam 

presentes na membrana dos espermatozoides após a refrigeração a 5°C De 

acordo com os resultados obtidos podemos concluir que os processos de 
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criopreservação levam a alterações na composição de fosfolipídeos da 

membrana plasmática de espermatozoides de jumentos. 

Palavras-chave: membrana, refrigeração, congelação, sêmen, jumento. 

INTRODUÇÃO 

        A utilização de sêmen refrigerado e congelado em programas de 

inseminação artificial (IA) em asininos é uma ferramenta para aumentar a 

expressão genética [1] e reduzir o numero de inseminações por ciclo [2]. O 

uso de sêmen refrigerado em cavalos tem sido investigado há muitos anos e 

se tornou uma técnica de rotina na indústria equina, apresentando boas taxas 

de fertilidade e baixo custo [3,4,5].  

        Entretanto, poucos estudos foram realizados com sêmen refrigerado de 

asininos [6, 7, 2]. Alvarez et al [8] observaram baixa fertilidade do sêmen 

refrigerado de jumentos à 15°C com diluente a base de leite.  A congelação 

de sêmen de asininos apresenta ótimos resultados de fertilidade em éguas, 

porém a taxa de fertilidade em jumentas é muito baixa [9]. Rota et a al.,[10] 

verificaram maior taxa de fertilidade quando adicionou-se plasma seminal 

autólogo no sêmen descongelado.   

        O processo de criopreservação de sêmen, que incluem a congelação e 

refrigeração, causam danos às membranas espermáticas [11], com 

desestabilização da membrana, rearranjo dos lipídios [12], perda de lipídios 

da membrana [13] e peroxidação dos lipídios pela formação das espécies 

reativas [14]. A membrana plasmática funciona como uma barreira física ao 

ambiente externo [15] e a sua integridade estrutural está diretamente 

relacionada ao tipo e quantidade de lipídios que a compõem [16]. 

Durante os processo de criopreservação, o resfriamento rápido dos 

espermatozoides de 20°C a 5°C induz danos irreversíveis nas membranas 

espermáticas, que é caracterizado pela perda de lipídios da membrana para o 

meio extracelular e a subsequente perda de íons e moléculas intracelulares. 

Este fenômeno chamado de "choque- frio" ocasiona uma redução do 

metabolismo celular e perda rápida de motilidade resultando em perda da 

viabilidade dos espermatozoides [17]. O tipo de fosfolipídios e a quantidade 

de proteínas presentes na membrana plasmática influenciam na sensibilidade 
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ao choque térmico, sendo que espécies que apresentam maior proporção de 

fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina são mais resistentes [18]. 

        A composição de lipídios das membranas espermáticas e o 

conhecimento dos lipídios que são fisiologicamente perdidos durante a 

criopreservação possibilita aprimorar as técnicas e meios diluentes, 

contribuindo assim para uma melhor taxa de fertilidade do sêmen 

criopreservado de jumentos. Desta maneira, o objetivo do presente estudo foi 

verificar as alterações do perfil lipídico da membrana dos espermatozoides 

de jumentos causadas pelos processos de criopreservação. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Colheita de sêmen  

 Foram utilizados ejaculados de sete jumentos da raça Pêga com idade 

entre 7 e 15 anos, alojados em haras nos estados de São Paulo. Os animais 

selecionados apresentaram qualidade espermática dentro dos padrões para a 

espécie (Motilidade total >60% e motilidade progressiva >20%) e histórico de 

alta fertilidade (>70%) do sêmen fresco. O experimento foi aprovado pelo 

Comite de ética da Faculdade de medina Veterinária e Zootecnia da UNESP, 

Campus Botucatu (Protocolo 39/2015-CEUA). 

 O sêmen foi colhido com vagina artificial modelo Botucatu 

(Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) e posteriormente filtrado em filtro de nylon 

(Minitub®, Alemanha) para remoção da fração gel. A concentração 

espermática foi aferida por câmara de Neubauer e uma alíquota de 50x106 de 

espermatozoides foi removida em duplicata (diluída com diluente a base de 

leite e outro a base de gema de ovo), disposta em criotubo e congelada em 

nitrogênio liquido (-196°C) para posterior avaliação do perfil lipídico.  

A seguir, uma fração do ejaculado foi diluída com meio diluente 

comercial à base de leite desnatado (Botu-sêmen®, Botupharma, Botucatu, 

SP, Brasil) na proporção de 1:1 (v/v). Essa amostra foi dividida em duas 

alíquotas, sendo uma destinada à congelação e outra à refrigeração. 

Refrigeração e congelação do sêmen 
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Para a congelação, o sêmen foi centrifugado a 600 x g por 10 minutos 

[19]. O sobrenadante foi desprezado e o ―pellet‖ ressuspendido em meio de 

congelação Botucrio (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) na concentração de 

200x106 espermatozoides/mL. Após o envase em palhetas de 0,5 mL, as 

mesmas foram levadas ao refrigerador de temperatura controlada (Minitub, 

Alemanha) e permaneceram à 5°C por 20 minutos. Posteriormente, foram 

acomodadas sobre uma plataforma metálica em caixa isotérmica com 

capacidade de 45 litros, preenchida com nitrogênio líquido (N2) até 3,5 cm de 

altura. As palhetas ficaram dispostas horizontalmente a 6,0 cm do nível do 

nitrogênio líquido por 20 minutos e posteriormente foram armazenadas em 

botijão de nitrogênio [20]. As palhetas descongeladas à 37oC por 20 segundo. 

Para a refrigeração, uma fração do ejaculado foi acrescida de diluente 

comercial à base de leite desnatado (Botu-sêmen®, Botupharma, Botucatu, 

SP, Brasil) a uma concentração de 50 x 106 espermatozoides/mL. As 

amostras de sêmen foram mantidas em sistema comercial de refrigeração 

passivo (Botu-Flex®, Botupharma, Botucatu, SP, Brasil) pelo período de vinte 

e quatro horas à 5°C. 

 

Análise do sêmen 

Análise computadorizada da cinética espermática 

 Foi realizada análise dos parâmetros de cinética espermática do sêmen 

fresco diluído e após a refrigeração e congelação pelo método 

computadorizado CASA, quanto a motilidade total (MT, %), motilidade 

progressiva (MP, %), velocidade de trajeto (VAP, μm/s), velocidade linear 

progressiva (VSL, μm/s) e espermatozoides rápidos (RAP, %). A configuração 

do equipamento de CASA está descrito na Tabela 1. 

 

Tabela 1: Configuração do equipamento de CASA utilizado nas análises. 

CARACTERÍSTICAS AJUSTE 

Número de pontos examinados  30 
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Contraste das células em relação ao campo  

Tamanho mínimo da célula  

Contraste para células imóveis  

Limite inferior para índice retilíneo  

Referência para velocidade média (VAP)  

Referência para velocidade lenta (VAP)  

Referência para velocidade lenta (VSL)  

Tamanho da cabeça estática 

Intensidade da cabeça estática 

Elongação da cabeça estática 

Lentos contados como móveis  

Magnificação  

60 pixels 

3 pixels 

30 pixels 

80 % 

<70 μm/s 

<30 μm/s 

<20 μm/s 

0,62 – 2,98 pixels 

0,24 – 1,19 

100 - 0% 

Não 

1,95 

 

 

Integridade de membrana por microscopia de epifluorescência 

        A análise da integridade de membrana plasmática (IMP) do sêmen 

fresco diluído, refrigerado por 24 horas e descongelado, foi realizada pela 

técnica de microscopia de epifluorescência (Leica Microsystem – DMLB, 

Ernst-Leitz-Strabe, Wezlar Germany), utilizando-se a associação das sondas 

fluorescentes diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propideo 

(IP) segundo metodologia de Harrison e Vickers [21]. Nessa análise 100 

células foram contadas, sendo os espermatozoides corados integralmente em 

verdes considerados íntegros e os espermatozoides corados em vermelho ou 

em verde e vermelho, considerados lesados. 

 

 Perfil Lipídico da membrana plasmática  

        A análise do perfil lipídico foi realizada por espectrometria de massa 
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MALDI-MS no sêmen fresco (adicionado de diluente a base de leite), no 

sêmen após a refrigeração, no sêmen antes da congelação e no sêmen após 

o descongelamento. As análises foram realizadas no Laboratório Thomson de 

Espectrometria de Massas, na Universidade Estadual de Campinas. 
        A extração dos lipídios foi realizada pelo protocolo estabelecido por Bligh 

e Dyer [22]. A alíquota contendo os espermatozoides foi descongelada em 

temperatura ambiente e diluída com 1 mL de solução de PBS sem cálcio e 

magnésio. A mesma foi homogeneizada durante 3 minutos e centrifugada à 

12000xg por 1 minuto. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e 

novamente as células foram lavadas. O sobrenadante foi descartado e 0,5 mL 

de uma solução de clorofórmio/metanol (CHCl3/CH3OH, 1:2) foi adicionada e 

homogeneizada durante 5 minutos. Uma nova centrifugação à 5000xg por 3 

minutos foi realizada e a fase inferior foi removida e criopreservada a -196oC 

até a análise por espectrometria de massa. 

O volume de 1µL do extrato lipídico foi adicionado sobre a placa MALDI 

e após a cristalização adicionou-se 1 µL da solução de DHB (30 mg em 1 mL 

de metanol). Os espectros foram adquiridos em modo positivo utilizando 

MALDI-MS Autoflex III por tempo de vôo, equipado com tecnologia laser 

smartbeamTM (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Os dados de MS foram 

adquiridos na faixa de m/z entre 700 e 1000 em média 1.500 disparos 

consecutivos de laser com uma frequência de 200 Hz. FlexAnalysis Software 

3.0 foi utilizado para visualizar e processar os espectros de massas. 

        As estruturas dos fosfolipídios foram atribuídas baseada na busca da 

literatura e a base de dados (http://lipidsearch.jp ou www.lipidmaps.org). 

Análise estatística 

        Para a análise estatística da comparação da cinética espermática, 

citometria de fluxo e microscopia de epifluorescência foi utilizado teste t, 

considerando significativo p≤0,05. Para o perfil lipídico foram utilizados 

modelos uni e multivariados. Os valores foram substituídos pela metade do 

valor mínimo positivo nos dados obtidos a partir do pré-processamento. Os 

valores de intensidade de cada pico nos espectros foram auto-dimensionado 

(média-centrada e dividido pelo desvio padrão de cada variável), a fim de dar 

a mesma importância para cada valor em m/z. As análises foram realizadas 
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utilizando o MetaboAnalyst 2,0, a análise discriminante dos quadrados 

mínimos parciais (PLS-DA), mostrado a relação entre a variância nos dados e 

as diferenças entre os grupos. As espécies de lípidos foram diferencialmente 

expressos identificados utilizando ANOVA seguido pelo teste de Tukey. 

Vulcano plot foi usado para comparar dois grupos, usando os seguintes 

critérios: valores de p≤0,05 e fold-change (FC) ≥1,5. Agrupamento hierárquico 

da espécie lipídica diferencialmente expressos foi realizada usando distâncias 

euclidianas ligações Ward foram utilizados para mostrar relação entre as 

amostras e funcionalidades. 

RESULTADOS 

Cinética e integridade da membrana espermática 

        Os parâmetros de cinética espermática e integridade da membrana 

plasmática das amostras de sêmen fresco, refrigerado e congelado estão 

descritos nas tabelas 2 e 3. 

        Todos os parâmetros avaliados apresentaram diferença estatística entre 

os momentos fresco e refrigerado a 5°C por 24 horas (Tabela 2), bem como 

entre os momentos antes e após a congelação, para todas as variáveis 

avaliadas (p<0,05). 

Tabela 2: Valores médios e desvios padrão da cinética espermática e da 

integridade da membrana plasmática do sêmen fresco e refrigerado a 5°C por 

24 horas de jumentos. 

Grupo MT(%) MP(%) VAP(µm/s) VSL(µm/s) RAP(%) IMP(%) 

Fresco 82,6 ±7,9a 55,0±5,7a 130,7±17,2a 109,9±16,8a 75,9±9,3a 73,6±8,5a 

5°C 37,3±11,8b 17,3±11,8b 83,8±7,1b 65,5±8,8b 23,2±8,4b 39,7±10,7b 

abLetras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si, p<0,05.  
MT = motilidade total, MP = motilidade progressiva, VAP = velocidade de trajeto, VSL 
= velocidade retilínea, RAP = espermatozoides rápidos e IMP = integridade de 
membrana plasmática. 
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Tabela 3: Valores médios e desvios padrão da cinética espermática e da 

integridade da membrana plasmática do sêmen fresco e descongelado 

(Descong) de jumentos. 

abLetras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si, p<0,05.  
MT = motilidade total, MP = motilidade progressiva, VAP = velocidade de trajeto, VSL 
= velocidade retilínea, RAP = espermatozoides rápidos e IMP = integridade de 
membrana plasmática. 
 

Lipidômica do sêmen refrigerado 

        A análise de fosfolipídeos do sêmen fresco e refrigerado 24 horas a 5°C 

identificou 112 íons, sendo 82 comuns aos dois grupos. Os espermatozoides 

antes da refrigeração apresentaram 96 íons e 24 horas após a refrigeração 

foram identificados 98 íons lipídicos (Tabela 4). 

       O processo de criopreservação a 5°C resultou em perda de 14 íons 

lipídicos de massa carga (m/z) 709.7, 736.0, 739.0, 756.0, 760.0, 762.0, 

788.0, 816.0, 843.0, 855.0, 865.0, 867.0, 879.0 e 881.0. E 16 íons que não 

foram identificados antes do processo estavam presentes na membrana dos 

espermatozoides após a refrigeração a 5°C (m/z 705.7, 727.0, 734.7, 737.0, 

755.0, 759.0, 774.7, 794.8, 798.0, 811.0, 816.8, 841.7, 859.0, 866.0, 876.0 e 

880.0). 

 

 

 

 

 

 

Grupo MT(%) MP(%) VAP(µm/s) VSL(µm/s) RAP(%) IMP(%) 
Fresco 78,1 ±10,7a 40,3±7,9a 114,3±13,9a 89,6±11,1a 66,9±13,3a 63,4±21,9a 

Descong 37,6±24,5b 18,0±14,4b 85,1±9,5b 71,6±7,7b 26,9±21,1b 26,0±13,8b 
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Tabela 4: Valores da quantidade total de íons lipídicos, íons exclusivos de 

cada grupo, íons com maior abundância comuns aos grupos, íons 

identificados e íons não identificados, encontrados nos espermatozoides a 

fresco e refrigerados a 5oC por 24 horas de jumentos. 

 Fresco Refrigerado 

Total 96 98 

Exclusivos 14 16 

Maior abundância 
entre os comuns 28 14 

Íons identificados 18 10 

Íons não identificados 10 4 

 

A representação de espectros dos fosfolipídios encontrados na 

membrana espermática do sêmen fresco e refrigerado a 5°C, obtidos por 

MALDI-MS, estão representados na Figura 1.  
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Figura 1: Exemplos representativos de espectros de massas dos perfis de 

fosfolipídeos da membrana espermática do sêmen fresco e refrigerado a 5°C 

por 24 horas. 

Fresco 

Refrigerado 
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Figura 2: Representação gráfica da diferença do perfil de fosfolipídeos, 

analisado por PLS–DA, entre os momentos antes e após a refrigeração (5oC 

por 24 horas) do sêmen de jumentos. 

 

        As Figuras 3a, 3b e 4 representam os íons lipídicos que apresentaram 

maior abundância relativa (FC>1,5 e p<0,05) antes do processo de 

criopreservação (28 íons) e após a refrigeração a 5°C (14 íons), 

respectivamente. 

 

  Fresco 

  5°C 
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Figura 3a: Representação gráfica dos íons lipídicos de massa carga que 

apresentaram maior abundância relativa antes da refrigeração a 5°C por 24 

horas nos espermatozoides de jumentos. 

p<0,05 

FC>1,5 
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Figura 3b: Representação gráfica dos íons lipídicos de massa carga que 

apresentaram maior abundância relativa antes da refrigeração a 5°C por 24 

horas nos espermatozoides de jumentos. 

p<0,05 

FC>1,5 
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Figura 4: Representação gráfica da diferença na abundância relativa dos íons 

lipídicos que aumentaram após a refrigeração a 5°C por 24 horas nos 

espermatozoides de jumentos. 

p<0,05 

FC>1,5 
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        Os principais íons determinados pelas análises de espectrometria de 

massa estão identificados na Tabela 5. Os fosfolipídeos são classificados com 

a sigla PC (fosfatidilcolina), SM (esfingomielina), PE (fosfatidiletanolamina), 

PS (fosfatidilserina), PA (ácido fosfatídico) ou PG (fosfatidilglicerol) seguida 

pelo numero de carbonos e de ligações duplas. 

 

Tabela 5: Valores dos lipídeos de maior abundancia relativa em relação a 
massa-carga (m/z), fórmula molecular (Fosfolipídios), referência bibliográfica 
da identificação do íon (Referência) de espermatozoides a fresco e 
refrigerados a 5oC por 24 de jumentos. 

Maior 
abindância 

Grupos 

m/z Fosfolipídeos 
(carbonos: 

insaturações) 

Referências 

Fresco 706.1 [PC (30:3) + H]+ 24 

Fresco 709.7 Não identificado  

Fresco 717.5 [PA (36:5) + 2H + 
Na]+ 

26 

Fresco 719.7 Não identificado  

Fresco 728.6 [PC (32:3) + H]+, 
[PEp (36:2) + H]+, 
[PEe (36:3) + H]+ 

24 

Fresco 732.6 [PC (32:1) + H]+ 

 

24 

Fresco 733.9 Não identificado  

Fresco 736 Não identificado  

Fresco 739.5 [PC (34:1) + K]+ with 
loss of N(CH3)3 

29 

Fresco 748 Não identificado  

Fresco 753.6 [SM(18:0)+Na]+ 27 

Fresco 756.6 [PC (32:0) + Na]+ 
and/or  [PC (34:3) + 

H]+ 

23, 24, 27 

Fresco 760.6 [PC (32:1) + H]+ 23, 24, 27 
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Fresco 764 Não identificado  

Fresco 772.5 [PCp (36:1) + H]+, 
[PCe (36:2) + H]+ 

24 

Fresco 788.6 [PC (36:1) + H]+ 23, 24, 26, 27 

Fresco 790.5 [PE (38:4) + Na]+ 23 

Fresco 792.6 [PC (38:6) Alkyl–Acyl 
+ H]+ 

e/ou 

[PE (38:6) Alkenyl–
Acyl–H+ 2Na]+ 

31 

Fresco 801 Não identificado  

Fresco 806.6 [PC (38:6) + H]+, 
[PC(36:3)+ Na]+ 23 

Fresco 812.5 [PE (38:4) - H +2 Na]+ 26 

Fresco 812.6 [PC (38:6) + H]+, 
[PC(36:3)+ Na]+ 23 

Fresco 816.6 [PCe (38:5) + Na]+ 24 

Fresco 826 Não identificado  

Fresco 835 Não identificado  

Fresco 843.5 [SM (26:0) + H]+ 27 

Fresco 855.5 PPO 31 

Fresco 856 Não identificado  

5°C 703.6 [SM (16:0) + H]+ 23, 24, 25 

5°C 720.6 [PCe (32:0) + H]+ 24 

5°C 725.5 [SM (16:0) + Na]+ 23, 24, 25, 27 

5°C 727 Oligomerisation 
product of DHB matrix 

28 

5°C 737 Não identificado  

5°C 749 Não identificado  

5°C 754.6 [PC (32:1) + Na]+ 27 

5°C 768.6 [PE (42:4)+H]+ and/or 
[PE (36:1)+Na]+ 

26 
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5°C 809.7 [SM (22:0) + Na]+ 27 

5°C 830.6 [PCp (40:0) + H]+, 
[PCe (40:1) + H]+, 
[PC (38:5) + H]+ 

23, 24 

5°C 832.6 [PC (38:4) + Na]+ 25 

5°C 836 Não identificado  

5°C 841.5 seminolipid (1-O-
palmityl-2-O-palmityl-

3-β-(3’-
sulfogalactosyl)-

glicerol 

23 

5°C 857.5 [PPS (50:0)+H]+ 28 

PA = ácido fosfatídico, PG = fosfatidilglicerol, PC = fosfatidilcolina; SM = 
esfigomielina; PE = fosfatidiletanolamina; TAG = triacilglicerol; PCe subspecies = 
plasmanyl e PCp subspecies = plasmenyl. 

Lipidômica sêmen congelado 

        Os principais íons determinados pelas análises de espectrometria de 

massa estão identificados na Tabela 6. Antes do processo de congelação o 

perfil lipídico da membrana dos espermatozoides apresentava 94 diferentes 

íons e a avaliação após o descongelamento verificou a perda de um desses 

íons. 

Tabela 6: Valores da quantidade total de íons lipídicos, íons exclusivos de 

cada grupo, íons com maior abundância comuns aos grupos, íons 

identificados e íons não identificados, encontrados nos espermatozoides de 

jumentos a fresco e após a descongelação. 

 Fresco Descongelado 

Total 94 93 

Exclusivos 10 9 

Maior abundância entre 
os comuns 2 2 

Íons identificados 0 1 

Íons não identificados 0 1 
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        O processo de criopreservação resultou em perda de 10 íons lipídicos de 

massa carga (m/z) 714.7, 728.0, 753.0, 762.0, 764.0, 851.0, 852.0, 856.0, 

881.0 e 883.0. E nove íons que não foram identificados antes do processo 

estavam presentes na membrana dos espermatozoides após a congelação 

(m/z) 709.7, 731.0, 778.0, 816.0, 822.0, 843.0, 864.0, 865.0 e 866.0. 
        A representação de espectros dos fosfolipídeos encontrados na 

membrana espermática do sêmen fresco e descongelado, obtidos por MALDI-

MS, estão representados na Figura 5.  
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Figura 5: Exemplos representativos de espectros de massas dos perfis de 

fosfolipídios da membrana espermática do sêmen fresco e descongelado. 

        A Figura 6 representa a distribuição espacial das amostras que foram 

submetidas ao processo de criopreservação sobre a composição dos 

fosfolipídeos da membrana espermática nos momentos antes a após a 

congelação. 

Fresco 

Descongelado 
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Figura 6: Representação gráfica da diferença do perfil de fosfolipídeos, 

analisado por PLS–DA, entre os momentos antes e após a congelação do 

sêmen de jumentos. 

       Os íons lipídicos que apresentaram maior discrepância entre os 

momentos avaliados (sêmen fresco e descongelado) foram identificados pela 

Pontuação VIP(Figura 7). Os íons de m/z 789.1, 837, 747, 732.9, 883, 714.7 e 

856 apresentaram maior abundância relativa antes o processo de congelação. 

E os íons de m/z 724.6, 799, 745, 900, 805.7, 790.7, 700.6 e 797.0 foram 

diferentes entre os dois grupos (FC>1,5), apresentando maior abundância 

relativa após o descongelamento (p<0,05). 
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Figura 7: Pontuação VIP identificando os íons lipídicos que apresentaram 

maior discrepância entre os momentos avaliados sêmen fresco e 

descongelado de jumentos. 

        Os íons lipídicos que apresentaram maior abundância relativa (FC >1,5 e 

p<0.05) antes e após o processo de congelação estão relacionados na figura 

8.  
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Figura 8: Representação gráfica dos íons lipídicos que apresentaram maior 

abundância relativa antes e após a congelação do sêmen de jumentos. 

Tabela 7: Valores dos lipídeos de maior abundancia relativa em relação a 
massa-carga (m/z), fórmula molecular (Fosfolipídios), referência bibliográfica 
da identificação do íon (Referência) de espermatozoides a fresco e após a 
descongelação do sêmen de jumentos. 

Maior 
abindância 

Grupos 

m/z Fosfolipídeos 
(carbonos: 

insaturações) 

Referências 

Fresco 789.1 Não identificado  

Fresco 789.5 Não identificado  

Fresco 837 Não identificado  

Fresco 747 Não identificado  

Fresco 732.9 Não identificado  

Fresco 883 Não identificado  

Fresco 714.7 Não identificado  

Fresco 856 Não identificado  

Descong 724.6 Não identificado  

Descong 798.5 [PC (34:1)+K]+ 29 

p<0,05 

FC>1,5 
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Descong 799 Não identificado  

Descong 745 Não identificado  

Descong 900 Não identificado  

Descong 805.7 Não identificado  

Descong 790.7 Não identificado  

Descong 700.6 [PC (30:3) + H]+ 26 

Descong 797.0 Não identificado  

PA = ácido fosfatídico, PG = fosfatidilglicerol, PC = fosfatidilcolina; SM = 
esfigomielina; PE = fosfatidiletanolamina; TAG = triacilglicerol; PCe subspecies = 
plasmanyl e PCp subspecies = plasmenyl. 

 

 

DISCUSSÃO 

Nas últimas décadas houve um grande avanço em relação à 

criopreservação do sêmen dos jumentos. Novos diluidores, diferentes curvas 

de refrigeração e congelação, incorporação de diferentes crioprotetores, 

antioxidantes, adição ou remoção do plasma seminal, identificação de 

proteínas presentes em animais good freezer ou good cooler, contribuíram 

para o incremento das taxas de prenhes para essa espécie [1, 2, 6, 7, 8, 9, 

10]. Entretanto, poucos estudos foram direcionados para verificar as 

alterações lipídicas das membranas espermáticas durante a criopreservação 

[32, 48]. 

A manutenção da integridade da membrana espermática é um fator 

essencial para que os espermatozoides criopreservados mantenham sua 

viabilidade e seu poder fecundante. Como a composição dessa estrutura é 

basicamente de composição lipídica o entendimento das modificações 

ocorridas durante esse processo se tornam essenciais para maiores avanços 

nessa área [3, 11, 15, 17]. 

No presente trabalho verificou-se que grandes alterações na lipidômica 

da membrana espermática contribuíram para uma baixa significativa de todos 

os parâmetros da cinética espermática após os processo de refrigeração a 

5oC e nas amostras descongeladas. Como no presente estudo optou-se pela 
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utilização de um extensor a base de leite desnatado, largamente utilizado 

para a espécie equina na refrigeração do sêmen, entretanto essa escolha se 

mostrou pouco eficiente em relação da preservação do sêmen de jumentos. 

Possivelmente esse tipo de extensor proteja de forma inadequada os 

espermatozoides de jumentos durante o processo da refrigeração do sêmen, 

haja vista que trabalhos que utilizaram diluidores a base de gema de ovo 

apresentaram valores de motilidade total e progressiva similar as encontradas 

em sêmen de cavalos após a refrigeração por 24 horas [2, 39]. 

Assim sendo, a gema de ovo utilizada nesses experimentos pode ter 

disponibilizados lipídeos essências para uma maior manutenção das 

características espermáticas após a refrigeração, lipídeos esses não 

encontrados no leite desnatado. Proposta esta reforçada pelos achados de 

De Leew et al [33], que propõe que lipídeos dos meios diluentes podem aderir 

à superfície da membrana espermática ou modificar a composição da 

membrana, ligando-se reversivelmente a superfície da célula promovendo 

uma barreira física ao dano causado pela criopreservação. [18, 34]. 

        Outro fator que pode ter afetado a viabilidade espermática após a 

refrigeração seria a peroxidação lipídica da membrana pelas espécies 

reativas de oxigênio (ROS), pois [40], descreve que a adição de substancias 

antioxidantes ao diluidor de contribuiu para uma maior preservação dos 

espermatozoides de jumentos após a criopreservação a 5oC. 

Diferentes fosfolipídeos da membrana dos espermatozoides estão 

dispostos na face externa da membrana, como a esfingomielina e a 

fosfatidilcolina, e outros na face interna fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina e 

fosfatidilinositol [44]. Durante o processo de criopreservação podem ocorrer 

modificações na membrana plasmática que podem levar a perda da 

viabilidade dos espermatozoides [11]. Durante essas alterações alguns 

lipídeos que se localizam no folheto interno da bicamada ficam expostos. 

Essas mudanças podem ser avaliadas através da técnica de espectrometria 

de massa, através da identificação desses íons lipídeos na superfície externa 

da membrana do espermatozoide. 

        Nesse sentido, pode-se explicar os resultados do presente estudo, onde 

16 íons lipídicos identificados após o processo de refrigeração a 5°C, não 

estavam presentes antes da criopreservação.  
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        Através da análise do gráfico de PSL-DA verificou-se a diferença na 

composição de fosfolipídeos das membranas espermáticas antes e após a 

refrigeração. De acordo com esses resultados dos 18 íons lipídicos 

identificados em maior abundância relativa antes do processo de refrigeração, 

14 íons eram insaturados. A porção hidrofóbica da estrutura do fosfolipídeo é 

basicamente composta por ácidos graxos e pode variar em relação ao 

comprimento e nas proporções ligações duplas (insaturadas) e simples 

(saturadas). A saturação dos ácidos graxos influencia na capacidade de 

agregação dos fosfolipídeos afetando a fluidez da membrana plasmática [47]. 

Membranas mais fluidas possuem maior resistência à criopreservação [54], 

uma vez que Garcia et al [49] observaram que garanhões com altos níveis de 

ácidos graxos insaturados apresentaram membranas íntegras após a 

congelação. 

        Esta característica é determinada pela percentagem de ácidos graxos 

insaturados presentes nas moléculas de fosfolipídeos, além do colesterol que 

modula a estabilidade da membrana [44, 46]. A presença de ligações duplas 

entre os carbonos nas moléculas de ácidos graxos poliinsaturados faz com 

que fiquem bastante vulneráveis ao ataque dos radicais livres e a iniciação da 

cascata de lipoperoxidação [46]. Os radicais livres oxidam os ácidos graxos 

poliinsaturados através de uma reação autocatalítica e de autopropagação 

que uma vez iniciada não pode ser parada e que leva a disfunções celulares 

associadas à perda da integridade de membrana [47]. Além disso, o processo 

de congelação de sêmen remove as enzimas antioxidantes elevando a 

produção natural de espécies reativas de oxigênio (ROS). 

        Ligações duplas de lipídeos da membrana aumentam a fluidez em 

ambientes de baixas temperaturas, o que foi confirmado por Sudano et al, [48] 

que verificaram em embriões bovinos da raça Simental alta concentração de 

fosfolipídeos insaturados conferindo resistência ao processo de 

criopreservação. Garcia et al. [49] observaram que em garanhões os ácidos 

graxos insaturados estão relacionados à maior qualidade da membrana 

plasmática dos espermatozoides após a congelação. O que pode ser 

comprovado pelos resultados do presente estudo, onde antes do processo de 

congelação foi identificado apenas um íon lipídico insaturado (m/z 789.5 [PC 

20:5]) o que explica a baixa motilidade total (37%) e progressiva (18%) após o 
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descongelamento. 

        O tipo de fosfolipídeos e a quantidade de proteínas presentes na 

membrana plasmática influenciam na sensibilidade ao choque térmico, sendo 

que espécies que apresentam maior proporção de os fosfatidilcolina: 

fosfatidiletanolamina são mais resistentes aos processos de criopreservação 

[18]. 

        A fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilcolina (PC) e esfingomielina (SM) 

foram os principais fosfolipídeos encontrados na membrana dos 

espermatozoides de jumentos antes do processo de criopreservação, 

concordando com os resultados encontrados por Tivilani et al., [50] em 

espermatozoides humanos. Os mesmos autores verificaram que 

espermatozoides que apresentavam baixa qualidade apresentavam pequena 

concentração de PC e PE. Esta queda pode estar relacionada à peroxidação 

lipídica causada por radicais livres.  

        Uma variedade de lipídeos da membrana plasmática é perdida durante a 

criopreservação do espermatozoide, diminuindo a quantidade de constituintes 

hidrofílicos. Os fosfolipídeos da membrana espermática que mais se perdem 

durante a criopreservação são a fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina [51], 

corroborando com os resultados encontrados no presente estudo.  

        A esfingomielina [703.6 (SM 16:0)] apresentou maior abundância relativa 

em espermatozoides após o processo de refrigeração, o que pode contribuir 

para a menor resistência à criopreservação nestes animais, pois a 

esfigomielina está ligada a maior sensibilidade ao choque frio e a indução de 

apoptose em oócitos bovinos [52].  A esfingomielina não apresenta dupla 

ligação, que pode favorecer a maior rigidez da membrana espermática neste 

grupo de jumentos [14, 53]. Este fato pode explicar o pior desempenho na 

refrigeração e congelação de sêmen dos jumentos que possuam maior 

abundância deste lipídeo [54]. 

        Pouco se sabe sobre o mecanismo de modulação dos lipídeos da 

membrana do espermatozoide pelas baixas temperaturas. Sob as condições 

de congelamento é possível que a célula espermática tenha a capacidade de 

perder principalmente lipídeos hidrofílicos da membrana, tornando a célula 

hidrofóbica e consequentemente resistente a criopreservação [51]. 

        De acordo com Chakrabarty et al [51], um importante mecanismo para 
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sobrevivência da célula contra condições estressantes parece ser a 

manipulação da hidrofobia da membrana celular. A característica hidrofóbica 

das biomembranas talvez seja modulada com adição de lipídeos exógenos 

específicos, sendo uma nova abordagem para melhorar as técnicas de 

criopreservação da célula espermática. 

        Adicionalmente, trabalhos recentes utilizando a incorporação de 

colesterol à membrana plasmática de espermatozoides equinos, em meio 

diluente para refrigeração, apresentaram melhora da cinética espermática e 

integridade de membrana [55, 56]. A mesma ideia pode ser estudada em 

relação aos íons lipídicos que se perdem durante os processos de 

criopreservação, possibilitando o aperfeiçoamento dos meios diluentes por 

incorporação desses lipídeos. 

CONCLUSÃO 

        Os protocolos utilizados para a criopreservação afetaram a composição 

lipídica da membrana espermática dos espermatozoides de jumentos 

significativamente, assim como as características de cinética espermática e 

integridade de membrana. Nesse sentido, novos estudos se fazem 

necessários para desenvolvimento de metodologias específicas para 

preservação de espermatozoides de asininos. 
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CAPÍTULO 4 

 

CONCLUSÕES GERAIS 

. 

        De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que a 

composição lipídica da membrana do espermatozoide de jumentos é diferente 

de cavalos, apresentando maior quantidade de diferentes fosfolipídeos e 

maior abundância relativa de 18 fosfolipídeos. 

        Os protocolos utilizados para a criopreservação afetaram a composição 

lipídica da membrana espermática dos espermatozoides de jumentos 

significativamente. 
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ANEXOS 

ANEXO I 

Preparo das sondas fluorescentes 

Soluções Constituintes Quantidade 

Estoque IP Iodeto de Porpídeo1 

Solução Fisiológica 

10 mg 

20 mg 

Estoque CFDA Diacetato de carboxifluoresceína2  

DMSO 

9.2 mg 

20 mL 

 

Estoque de Formaldeído  Formalina a 40% 1 mL 

 Solução fisiológica 79 mL 

Estoque de Citrato de 
Sódio 

Citrato de sódio  3g 

 Solução fisiológica  100 mL 

1 P4170 – Sigma    2 C541 – Sigma 

 

Solução de trabalho 

Soluções Quantidade 

Solução de citrato de sódio 

Solução de formaldeído 

Solução de iodeto de propídio 

Solução de carboxifluoresceína  

96 mL 

10 µL 

10 µL 

20 µL 
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