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RESUMO 

 

RODRIGUES D.R. ANÁLISE LIPÍDICA DE ESPERMATOZOIDES DE 

GARANHÕES RESISTENTES E SENSÍVEIS A CRIOPRESERVAÇÃO. 

Botucatu – SP. 2026. 68p. Defesa (Doutorado) – Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

O perfil lipídico da membrana espermática está relacionado com a qualidade 

espermática do sêmen pós-descongelação. A criopreservação do sêmen é uma 

das biotécnicas mais utilizadas, mas promove uma diminuição na qualidade 

espermática pós-descongelação, e em alguns animais essa diminuição é mais 

acentuada, sendo estes considerados maus congeladores (BAD Freezers). A 

permeabilidade da membrana espermática é influenciada pela sua composição 

lipídica. Identificar e entender como o perfil lipídico do espermatozoide interfere 

na qualidade espermática, e entender suas interações é uma ferramenta 

importante para melhorar a qualidade do sêmen criopreservado. O presente 

estudo teve como objetivo analisar e identificar os lipídios do espermatozoide 

correlacionados a crio-tolerância em garanhões criossensíveis (BAD Freezer) e 

criorresistentes (GOOD Freezer). Foram utilizados 16 animais (n=16), sendo: 8 

BAD Freezer e 8 GOOD Freezer. Para obter o perfil lipídico das matrizes 

amostrais distintas dos espermatozoides purificados, após a remoção do plasma 

seminal foi realizado MALDI-MS. Os dados gerados foram processados no 

MetaboAnalyst 6.0 aplicando-se a análise discriminante de mínimos quadrados 

parciais (PLS-DA) para avaliar a separação dos perfis entre os grupos BAD e 

GOOD. Os lipídios que apresentaram expressão diferencial foram identificados 

por meio do teste-t, e o gráfico Volcano foi utilizado para comparar os grupos, 

utilizando os seguintes critérios: valores de P<0,05 e fold-change (FC) ≥ 2. Para 

validar a relevância estatística, calculou-se a Importância da Variável na 

Projeção (VIP) do modelo PLS-DA, assim foram selecionados apenas os lipídios 

que se apresentaram em comum no gráfico Volcano e VIP, e então realizada a 

identificação e avaliação do perfil lipídio. O rastreamento lipidômico por MALDI-

MS identificou um total de 165 lipídios nos espermatozoides. Desses, 10 

mostraram diferenças significativas entre os grupos, 4 em maior abundância nos 

BAD (960.5094 [IPC 38:0;O3], 517.2585 [ST 29:3;O], 924.4688 [PC 39:7 / PE 

42:7], e 424.1616 [CAR 10:0]), e 6 apresentaram maior abundância nos GOOD 

(623.3115 [LPI 18:0], 804.4195 [PS 35:6], 873.4483 [PI 34:5], 510.255 [LPC 14:1 

/ LPE 17:1], 782.4298 [PC O-29:1 / PE O-32:1], 427.2135 [ST 23:4;O6]). Em 

conclusão, o perfil lipídico apresenta características de separação dos grupos, e 

possibilita a identificação de biomarcadores associados a criorresistência 

espermática pós-descongelação. Foi possível ainda identificar a participação dos 

lipídios em diversos metabolismos. 

 
Palavra-chave: Criopreservação, Membrana Plasmática, Sêmen, Fosfolipídios, 

PLS-DA 
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ABSTRACT 

 

RODRIGUES D.R. lipid analysis of spermatozoa from stallions resistant and 
sensitive to cryopreservation. Botucatu – SP. 2026. 68p. Defesa (Doutorado) 
– Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus Botucatu, 
Universidade Estadual Paulista. 
 

The lipid profile of the sperm membrane is related to the sperm quality of semen 
after thawing. Semen cryopreservation is one of the most widely used 
biotechniques, but it promotes a decrease in post-thawing sperm quality, and in 
some animals this decrease is more pronounced, these being considered poor 
freezers (BAD Freezers). The permeability of the sperm membrane is influenced 
by its lipid composition. Identifying and understanding how the sperm lipid profile 
interferes with sperm quality, and understanding their interactions, is an important 
tool to improve the quality of cryopreserved semen. The present study aimed to 
analyze and identify sperm lipids correlated with cryo-tolerance in cryosensitive 
(BAD Freezer) and cryoresistant (GOOD Freezer) stallions. Sixteen animals 
(n=16) were used: 8 BAD Freezer and 8 GOOD Freezer. To obtain the lipid profile 
of the distinct sample matrices of purified spermatozoa, MALDI-MS was 
performed after seminal plasma removal. The generated data were processed in 
MetaboAnalyst 6.0, applying partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) 
to evaluate the separation of profiles between the BAD and GOOD groups. Lipids 
showing differential expression were identified using the t-test, and the Volcano 
plot was used to compare the groups, using the following criteria: P-values <0.05 
and fold-change (FC) ≥ 2. To validate statistical relevance, the Importance of the 
Variable in Projection (VIP) of the PLS-DA model was calculated; thus, only the 
lipids that were common in the Volcano and VIP plots were selected, and then 
the identification and evaluation of the lipid profile were performed. Lipidomic 
screening by MALDI-MS identified a total of 165 lipids in the spermatozoa. Of 
these, 10 showed significant differences between the groups, 4 with greater 
abundance in BAD (960.5094 [IPC 38:0;O3], 517.2585 [ST 29:3;O], 924.4688 
[PC 39:7 / PE 42:7], and 424.1616 [CAR 10:0]), and 6 showed greater abundance 
in GOOD (623.3115 [LPI 18:0], 804.4195 [PS 35:6], 873.4483 [PI 34:5], 510.255 
[LPC 14:1 / LPE 17:1], 782.4298 [PC O-29:1 / PE O-32:1], 427.2135 [ST 
23:4;O6]). In conclusion, the lipid profile shows characteristics that separate the 
groups and allows the identification of biomarkers associated with post-thaw 
sperm cryoresistance. It was also possible to identify the participation of lipids in 
various metabolisms. 
 
Keywords: Cryopreservation, Plasma Membrane, Semen, Phospholipids, PLS-

DA 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 
 

A criopreservação de sêmen é uma das biotecnologias mais utilizadas, 

possibilitando o máximo aproveitamento do material genético de animais de alto 

valor zootécnico, mantendo este material seguro e viável por tempo 

indeterminado. Por outro lado, esta biotécnica só tem seu valor com altas taxas 

de prenhez quando se utiliza o sêmen criopreservado (ZHANG et al., 2023). A 

criopreservação tem como consequência uma diminuição da qualidade 

espermática pós-descongelação em razão de diversos fatores, como por 

exemplo, injurias na membrana e alterações na estrutura lipídica da membrana 

levando a alteração da permeabilidade da bicamada lipídica (CSERMAK JR et 

al., 2018; SICHERLE et al., 2020; KIM et al., 2021).  

As injurias na membrana plasmática, além de promoverem a diminuição 

da motilidade, afetam a viabilidade e integridade do DNA do espermatozoide 

(OZIMIC et al., 2023), a integridade da membrana plasmática está diretamente 

ligada as taxas de fertilização do oócito, pois, também interfere na capacitação 

espermática, reação acrossomal e pôr fim, na fertilização (AITKEN, 1994). A 

fertilização do oócito ocorre após o espermatozoide sofrer transformações 

bioquímicas e funcionais em sua membrana plasmática que alteram o efluxo de 

colesterol, influxo de cálcio através de canais iônicos da membrana espermática, 

promovendo a hiperativação espermática (HERNANDEZ-SILVA et al., 2020).  

A membrana celular é organizada estruturalmente por proteínas e lipídios 

e acreditava-se que apenas uma pequena porção dos lipídios da membrana 

interagiam com as proteínas (SINGER e NICOLSON, 1072). Os lipídios da 

membrana espermática desempenham funções biofísicas e regulatórias 

determinantes para a competência fertilizante, transcendendo a estruturação 

passiva da bicamada. A elevada concentração de ácidos graxos poli-insaturados 

(PUFAs) promove a fluidez necessária para a fusão com o oócito, a 

reorganização das lipid rafts  promovida pela interação com proteínas atuam 

como plataformas de ancoragem para canais iônicos e receptores de superfície 

(WALTERS et al., 2020).  



15 
 

Os lipídios que compõe a membrana espermática além de atuar como 

molécula de sinalização e reserva energética, podem ser indicadores químicos 

(OZIMIC et al., 2023). Indicador químico é qualquer sustância que forneça um 

sinal visível (BRITANNICA, 2021). Qualquer característica ou parâmetro 

biológico capaz de ser mensurado, avaliado e classificado como um indicador de 

qualquer processo biológico é considerado um biomarcador (STRIMBU e 

TAVEL, 2010; ZAMORA-OBANDO et al., 2022). 

Este projeto visa analisar os lipídios de espermatozoides de garanhões 

criorresistentes e criossensíveis, e tentar compreender os fatores relacionados 

a criorresistência. Os resultados obtidos têm o potencial de otimizar a seleção 

de reprodutores, refinar os protocolos de congelação e, consequentemente, 

aumentar a eficiência reprodutiva da inseminação artificial em equinos no uso de 

sêmen criopreservado.  

O presente estudo busca identificar e correlacionar o perfil lipídico do 

sêmen de garanhões bons e maus congeladores, proporcionando assim um 

melhor entendimento do mecanismo de ação lipídico e futuramente proporcionar 

a melhora na qualidade espermática do sêmen criopreservado.  

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Lipídios 

 

 Os lipídios constituem um grupo heterogêneo de biomoléculas orgânicas 

caracterizadas, primariamente, por sua insolubilidade em água e alta 

solubilidade em solventes apolares, como clorofórmio e éter. Diferente das 

proteínas e ácidos nucleicos, os lipídios não são definidos por um grupo funcional 

químico comum, mas sim por suas propriedades físicas decorrentes da presença 

de cadeias de hidrocarbonetos hidrofóbicas. Estruturalmente, muitos lipídios de 

relevância biológica, como os fosfolipídios de membrana, apresentam 

anfipaticidade, possuindo uma região polar (hidrofílica) e outra apolar 

(hidrofóbica). Essa dualidade estrutural é fundamental para a auto-organização 

em bicamadas e micelas em meio aquoso, constituindo a base arquitetônica das 
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membranas celulares e das reservas energéticas em organismos vivos 

(NELSON e COX, 2014). 

A classificação científica dos lipídios, é realizada baseada na química 

estrutural e na biossíntese, estabelecida pelo consórcio internacional LIPID 

MAPS®. Segundo este sistema, os lipídios são classificados em oito classes 

principais, derivadas de dois precursores fundamentais: o grupo cetoacil e o 

grupo isopreno (Figura1). As classes são definidas como: (1) ácidos graxos, (2) 

glicerolipídios, (3) glicerofosfolipídios, (4) esfingolipídios, (5) lipídios de esteróis, 

(6) lipídios prenóis, (7) sacarolipídios e (8) policetídeos, sendo derivados do 

grupo cetoacil as classes 1, 2, 3, 4, 7, 8 e do grupo isopreno as classes 5 e 6. 

Esta padronização permitiu avanços nos estudos de lipidômica, facilitando a 

compreensão das vias metabólicas e das funções sinalizadoras destas 

moléculas (FAHY et al., 2009). 

 

 

Figura 1: Percursores lipídicos. Fonte: Adaptado de LipidMaps (2025) 

 

 

Os ácidos graxos (FA) são considerados os blocos de construção 

fundamentais para a formação de lipídios complexos, sendo sintetizados por 

meio do alongamento da cadeia a partir de um primer de acetil-CoA e grupos 

malonil-CoA (FAHY et al., 2005; EVANS et al., 2021). São ácidos  

monocarboxílicos de cadeias longas que podem ser saturados, monoinsaturados 

ou polinsaturados (MOTTA, 2011; EVANS et al., 2021; SHAN et al., 2021). De 
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acordo com o sistema de classificação LIPD MAPS® (2025) os ácidos graxos 

possuem 9 subclasses. Os ácidos graxos são percursores de diversas moléculas 

classificadas como subprodutos ou derivados de ácidos graxos, como: álcoois, 

aldeídos, ésteres (como monoésteres de cera e acilcarnitinas) e amidas graxas, 

como as N-acil etanolaminas (FAHY et al., 2005). Os PUFAs são particularmente 

vitais para a fluidez da membrana (MOTTA, 2011; LENZI et al., 1996). Segundo 

Walters et al., (2020) embora essas longas cadeias insaturadas proporcionem a 

fluidez necessária para a fusão dos gametas, elas são o “ponto fraco” da célula, 

isto é, as duplas ligações são os alvos primários das Espécies Reativas de 

Oxigênio (ROS), desencadeando a cascata de Peroxidação Lipídica (LPO) que 

leva à produção de aldeídos citotóxicos e morte celular. 

 

 

Figura 2: Exemplo de um ácido graxo. Fonte: LipiMaps (2025) 

 

 

Os glicerolipídios (GL) incluem todos os lipídios que contêm glicerol na 

sua estrutura (FAHY et al., 2005), de acordo com número de grupos de hidroxila 

ligado ao glicerol denominamos monoacilgliceróis, diacilgliceróis e triacilgliceróis, 

ou mono-, di- e triglicerídeos (MOTTA,  2005). Os triacilgliceróis (TAGs) são a 

forma mais abundante e a principal reserva de energia em animais e plantas, 

(MOTTA, 2011; MEER et al., 2008; EVANS et al., 2021). Os diacilgliceróis 

(DAGs), que são moléculas de sinalização importantes (EVANS et al., 2021), são 

encontradas na membrana espermática, e os glicoglicerolipídios, como o 

seminolipídio (Sulfogalactosilglicerolipídio - SGG) é um lipídio encontrado 

exclusivamente na membrana espermática (SUHAIMAN e BELMONTE, 2024),  

e encontra-se localizado no folheto externo da membrana plasmática (SERAFINI 

e O’FLAHERTY, 2025). 
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Figura 3: Exemplo de um glicerolipídio, em preto um ácido graxo, em vermelho a molécula de 

glicerol, em verde ácido palmítico, e em azul ácido araquidômico. Fonte: LipidMaps (2025) 

 

Os glicerofosfolipídios (GP), frequentemente chamados de fosfolipídios, 

são os componentes estruturais primários da bicamada lipídica das células 

eucarióticas (MOTTA, 2011; EVANS et al., 2021). Eles têm dois ácidos graxos 

de cadeia longa de forma estrutural nas posições C1 e C2 e um grupo fosfato na 

posição C3 (SERAFINI e O’FLAHERTY, 2025), são tipicamente ricos em PUFAs 

de cadeia longa (C20-C22) (ORESTI et al., 2025). As subclasses incluem a 

fosfatidilcolina (PC), que é o GP mais comum (SUAREZ-TRUJILLO et al., 2021; 

SERAFINI e O’FLAHERTY, 2025), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina 

(PS), fosfatidilinositol (PI) e ácido fosfatídico (PA) (MOTTA, 2011; SERAFINI e 

O’FLAHERTY, 2025). Os GPs também funcionam como segundos mensageiros 

e incluem as cardiolipinas (CL) e os plasmalogênios (FAHY et al., 2005). A PC e 

a PE são lipídios dominantes na membrana plasmática (SUAREZ-TRUJILLO et 

al., 2021). 

 

Figura 4: Exemplo de glicerofosfolipídio. Ao centro em vermelho a molécula de glicerol, 

em verde um ácido palmítico, em azul um ácido oleico, e em roxo uma fosfatidilcolina. Fonte:  

LipidMaps (2025). 
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Os esfingolipídios (SP) formam uma família complexa com um esqueleto 

central de base esfingóide, derivada da condensação de um aminoácido 

(geralmente serina) e um ácido graxo (geralmente palmitato) (FAHY, 2005; 

SABOURDY et al., 2008; AIROLA e HANNUN, 2013). As subclasses principais 

são as ceramidas , os fosfoesfingolipídios (como a esfingomielina - SM) e os 

glicoesfingolipídios (GSLs) (FAHY et al., 2005; MOTTA, 2011). A ceramida (Cer) 

é a molécula central (N-acilada) precursora de todos os outros esfingolipídios 

(MOTTA, 2011; WANG et al., 2023).  SM e Cer estão intimamente ligados ao 

colesterol na formação dos microdomínios de membrana (lipid rafts), que são 

cruciais para a sinalização celular e a estrutura da membrana (SERAFINI e 

O’FLAHERTY, 2025). Metabolitos esfingolipídicos bioativos, como Cer, 

esfingosina e esfingosina-1-Fosfato, são importantes segundos mensageiros 

que regulam a apoptose, proliferação e secreção (WANG et al., 2023). Em 

espermatozoides, a SM e a Cer são notáveis por incorporarem ácidos graxos 

poli-insaturados de cadeia muito longa (VLCPUFA, C26), sendo mais 

abundantes na SM do que na Cer (FURLAND et al., 2007; SUHAIMAN e 

BELMONTE, 2024; ORESTI et al., 2025). Durante a capacitação, ocorre uma 

redistribuição lateral dessas moléculas, permitindo que receptores de 

reconhecimento da zona pelúcida se aglomerem na região apical, um pré-

requisito obrigatório para a fertilização (SUHAIMAN e BELMONTE, 2024). 

Figura 5: Exemplo de um esfingolipídio (ceramida). Base esfingóide em verde e vermelho 

(cabeça polar), esfingosina em verde é uma cadeia longa de 18 carbonos, em azul um ácido 

palmítico. Fonte:  LipidMaps (2025). 

Os lipídios esteróis (ST) representados majoritariamente pelo colesterol 

em animais, funcionam como moduladores da rigidez da membrana. Na biologia 

espermática, o colesterol exerce um efeito estabilizador que previne a fusão 
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prematura do acrossoma (SERAFINI e O’FLAHERTY, 2025). Os esteroides, que 

também contêm a mesma estrutura central de quatro anéis fundidos (Figura 6), 

têm diferentes funções biológicas como hormônios e moléculas de sinalização 

(LIPIDMAPS, 2024). O colesterol é o mais importante e amplamente estudado 

em mamíferos, sendo uma molécula anfipática essencial para a estrutura da 

membrana (FAHY et al., 2005; MOTTA, 2011; SEZGIN et al., 2017), o colesterol 

regula a fluidez e a estabilidade da membrana, e sua presença nas lipid rafts 

(balsas lipídicas), são importantes para a função celular e a capacitação 

espermática (SERAFINI e O’FLAHERTY, 2025). Os esteróis também atuam 

como precursores dos esteroides (hormônios como testosterona e estradiol) e 

da vitamina D (MOTTA, 2011; WANG et al., 2023). Outras subclasses incluem 

ésteres de colesterol, fitosteróis, esteróis fúngicos e ácidos biliares (FAHY et al., 

2005; LIEBISCH et al., 2020). O mecanismo central da capacitação espermática 

envolve o efluxo de colesterol da membrana em direção a aceptores proteicos 

(como a albumina) no trato reprodutivo feminino (TRAVIS e KOPF, 2002). Esse 

efluxo desorganiza as lipid rafts e aumenta a permeabilidade ao cálcio, ativando 

a reação acrossômica (SERAFINI e O’FLAHERTY, 2025). 

 

 

Figura 6: Estrutura do colesterol com 4 anéis de carbono, 3 com 6 carbonos e 1 com 5 

carbonos. Fonte:  LipidMaps (2025). 

 

Os lipídios prenol (PR), são biossintetizados através do isopreno 

(hidrocarboneto insaturados). Incluem compostos vitais como vitaminas K e E, 



21 
 

atuando como agentes antioxidantes, evitando a oxidação da membrana celular 

e diminuindo a produção de radicais livres (EVANS et al., 2021).  

 

Figura 7: Exemplos de isoprenoides. (a) isopentenil pirofosfato, (b) 2E-geraniol, (c) 2E,6E-

farnesol, (d) Retinol (Vitamina A), (e) β-caroteno. Fonte: LipidsMaps (2025). 

 

Os sacarolipídios (SL) são definidos como lipídios onde ácidos graxos 

estão ligados diretamente a um esqueleto de açúcar (FAHY et al., 2005; FAHY 

et al., 2009; EVANS et al., 2021), formando estruturas compatíveis com a 

bicamada da membrana (FAHY et al., 2005). 
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Figura 8: Exemplo de Sacarolipídio. Ácido 3-desoxi-D-mano-oct-2-ulosônico (Kdo) - Lipídio A. 

Resíduos de glucosamina em azul, resíduos de Kdo em vermelho, cadeias de ácido graxos em 

preto e grupos fosfato em verde. Fonte: LipidMaps (2025). 

 

Os policetídeos (PK) formam um grupo diversificado de metabólitos 

secundários produzidos pela polimerização de subunidades de acetil e propionil, 

por enzimas que se assemelham às sintases de ácidos graxos (FAHY et al., 

2005).  
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Figura 9: Exemplo de policetídeos. A esquerda policetídeos macrolídeos, a direita policetídeos 

aromáticos. Fonte: LipidMaps (2025). 

 

Os lipídios da membrana apresentam três funções principais. Primeiro 

atuam como reservatório de energia principalmente como ésteres de 

triacilglicerol e ésteres de esterol essenciais para biogênese da membrana. Em 

segundo por terem uma bicamada de fosfolipídios, esses lipídios são polares, 

isto é, são hidrofílicos e hidrofóbicos exercendo a capacidade de segregação dos 

componentes internos da célula. E por fim funcionam como primeiros e segundos 

mensageiros em processos de sinalização e reconhecimento molecular (MEER 

et al., 2008).  

Na membrana plasmática as lipids rafts proporcionam um ambiente 

lipídico particularmente ordenado, que estão envolvidas na transdução de sinal 

e no tráfego intracelular (TSUI-PIERCHALA et al., 2002), além disso, as lipids 

rafts são essenciais para a reação acrossomal e fertilização do oócito (WOOD et 

al., 2016). 

 

2.2 Membrana espermática 

 

 A membrana plasmática (MP) é uma estrutura crucial que circunda 

todas as células vivas, atuando como uma barreira especializada que separa o 

meio intracelular do meio extracelular, e é essencial para a 

compartimentalização celular (CHEN et al., 2021; STIEGER et al., 2021),  ela é 

uma interface dinâmica de transdução de sinais e intercâmbio de substâncias 
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(MEER et al., 2008; BORGES et al., 2011). Estruturalmente o modelo 

amplamente aceito da MP é o mosaico fluido (SINGER e NICOLSON, 1972; 

BORGES et al., 2011; MOTTA, 2011). As membranas plasmáticas das células 

animais contêm 4 fosfolipídios principais: fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, 

fosfatidilserina e esfingomielina (COOPER, 2000), seminolipídio, fosfatidilglicerol 

e fosfatidilinusitol (GADELLA et al., 2001), além de proteínas, glicoproteínas e 

glicolipídios (MOTTA, 2011).  

A membrana espermática segue os modelos básicos de membranas 

biológicas, com uma bicamada de fosfolipídios com proteínas associadas 

(BORGES et al., 2011). A bicamada lipídica é composta, por aproximadamente 

70% de fosfolipídios, 25% de lipídios neutros e 5% de glicolipídios (MANN e 

MANN, 1981), os fosfolipídios apresentam-se em maior abundância na 

membrana espermática (MANN e MANN, 1981; BORGES et al., 2011; 

CABRERA, 2017) e são fonte de substrato para respiração endógena dos 

espermatozoides (BORGES et al., 2011), porém, a proporção desta composição 

e o tipo desses componentes variam drasticamente conforme a função e o tipo 

celular (MOTTA, 2011), a composição lipídica espermática difere da cabeça e da 

cauda dos espermatozoides, por exemplo, a membrana mitocondrial interna é 

rica em proteínas devido à sua alta atividade metabólica, enquanto a membrana 

plasmática espermática é particularmente rica em lipídios para permitir as 

modificações fisiológicas necessárias à fertilização (SHAN et al., 2021). 

A composição lipídica dos espermatozoides é extremamente complexa, a 

combinação de lipídios na membrana difere daquelas encontradas nas 

membranas plasmáticas das células somáticas (PARKS e LYNCH, 1992), e 

alguns lipídios estão presentes apenas no sêmen e em nenhum outro tecido ou 

fluido corporal (WOOD et al., 2016). Esta complexidade está relacionada com a 

motilidade espermática, capacitação espermática, reação acrossomal e 

penetração do oócito (GAUTIER e AURICH, 2022). 

A estrutura lipoproteica é especializada e passa por uma série de 

modificações bioquímicas e biofísicas essenciais para a fertilização. Após a 

espermatogênese, o espermatozoide é liberado do testículo essencialmente 

inerte (FRANÇA e AVELLAR, 2025), com o acrossomo formado a partir do 

complexo de Golgi e o genoma paterno condensado pela substituição de 

histonas por protaminas (MORETTI et al., 2023). As modificações lipídicas 
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ocorrem de forma dinâmica e contínua, iniciando-se na espermatogênese com a 

síntese de SGG (TANPHAICHITR et al., 2018), e o surgimento de esfingolipídios 

ricos em VLCPUFA no estágio de espermatócito (WANG  et al., 2023). 

 Durante a maturação epididimária, o espermatozoide adquire motilidade 

e potencial fertilizante (FRANÇA e AVELLAR, 2025), o que é acompanhado por 

uma por uma reorganização bioquímica crucial mediada por trocas lipídicas com 

epididimossomos, resultando em um aumento na proporção de PUFAs, como o 

ácido docosa-hexaenoico (DHA) (GAUTIER e AURICH, 2022), e em uma 

redução de aproximadamente 50% nos níveis de colesterol, o que diminui a 

razão colesterol/fosfolipídio e aumenta a fluidez da bicamada (CINKARA et al., 

2025).  

A capacitação espermática, inicia-se no trato reprodutivo feminino, e 

envolve o desprendimento de proteínas e o efluxo de colesterol da membrana, 

facilitado por aceptores como a albumina no fluido ovidutal. O efluxo de colesterol 

leva a um aumento na fluidez da membrana, reorganização das lipid rafts  e 

influxo de cálcio, ativando vias de sinalização (cAMP/PKA) que resultam em 

fosforilação de proteínas tirosina e no padrão de motilidade hiperativada, 

essenciais para a penetração do oócito (XUE et al., 2025).  

As lipids rafts ou balsas lipídicas são microdomínios de membrana 

ordenados por líquidos, enriquecidos com esfingolipídios, colesterol, 

glicoesfingolipídios e contém um glicolipídio não esfingolipídio, o 

fosfatidilglicosídio (NAGATSUKA e HIRABAYASHI, 2008), elas atuam na 

transdução de sinais e sofrem alterações em sua composição durante a 

criopreservação alterando a qualidade espermática pós-descongelação, o 

comprometimento das lipids rafts em decorrência de danos sofridos podem 

interferir na sinalização proteica transmembrana (BAI et al., 2019). 

A ligação aos glicoconjugados da zona pelúcida (ZP) desencadeia a 

reação acrossomal (RA) (FLESCH e GADELLA, 2000), um evento de exocitose 

regulado que envolve a fusão da membrana plasmática apical com a membrana 

acrossomal externa, liberando enzimas hidrolíticas para penetrar a ZP, e 

culminando na fusão do espermatozoide com a membrana plasmática do oócito 

(BUSTANI e BAIEE, 2021), durante o processo de RA ocorre a interação entre 

proteínas e o metabolismo lipídico podendo esta interação estar associada com 

a disfunção acrossomal (HERNÁNDEZŸ-AVILÉS et al., 2024), os lipídios 
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permitem que algumas proteínas se agreguem a membrana e outras se 

dispersem (MEER et al., 2008). 

Na ejaculação o espermatozoide entra em contato com o plasma seminal 

que confere proteínas decapacitantes e esteróis, que se ligam à membrana para 

mantê-la estabilizada e inibir a capacitação prematura (HERNANDEZ-SILVA et 

al., 2020). As interações entre o plasma seminal e os lipídios da membrana 

plasmática espermática são fundamentais para a regulação da estabilidade, 

motilidade e competência fertilizante da célula (GUASTI et al., 2012).  

 

2.4 Criopreservação do sêmen 

 

A criopreservação do sêmen de garanhões é um processo que, embora 

fundamental para a disseminação de genética superior, impõe estresses severos 

à estrutura espermática, resultando em uma redução significativa da longevidade 

celular e da taxa de fertilização quando comparada ao uso de sêmen fresco ou 

refrigerado (AL-KASS e MORRELL, 2024). A composição da membrana 

espermática é alterada durante o processo de criopreservação alterando sua 

homeostase (HEZAVEHEI et al., 2021), a mudança da permeabilidade da 

membrana interfere nas funções celulares, como a capacitação espermática e a 

reação acrossomal (SIEME et al., 2015). 

Durante as etapas de resfriamento e congelação, os espermatozoides 

sofrem injúrias decorrentes do choque térmico, desequilíbrio osmótico e 

formação de cristais de gelo, que podem provocar a ruptura física da membrana 

plasmática e a desestabilização da sua assimetria bilipídica (ALI et al., 2024). 

Além dos danos estruturais, ocorre uma redução drástica no potencial de 

membrana mitocondrial e na síntese de ATP, acompanhada por um aumento 

expressivo na produção de ROS, o que desencadeia a LPO das membranas e a 

fragmentação do DNA (CARNEIRO et al., 2018). O processo também induz 

alterações moleculares na membrana espermática conhecidas como 

criocapacitação, caracterizadas pelo efluxo prematuro de colesterol e pela 

translocação de fosfatidilserina (GARCIA-OLIVEROS et al., 2025), eventos que 

mimetizam a capacitação fisiológica, promovendo o consumo prematuro de 

energia reduzindo o potencial fertilizante do espermatozoide (BAÑAS et al., 

2023).  
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A preservação da membrana espermática durante a criopreservação do 

sêmen é fator primordial para qualidade seminal pós-descongelação (GAUTIER 

e AURICH, 2022). 

Observa-se, contudo, uma acentuada variabilidade individual na 

criotolerância, permitindo a classificação dos garanhões em "bons" ou "maus" 

congeladores de acordo com a capacidade de suas células em manter a 

motilidade progressiva e a integridade de membrana após a descongelação 

(CABRERA et al., 2018; AL-KASS e MORRELL, 2024). 

 

2.5 Garanhões Criorresistentes vs. Criossensíveis 

 

A qualidade espermática do sêmen de garanhões pode variar entre 

indivíduos, e entre sêmen fresco, refrigerado e criopreservado (BUBENÍŸKOVÁ 

et al., 2020). 

A classificação de garanhões em “bons congeladores” (GOOD Frezeers) 

ou "maus congeladores" (BAD Freezers) fundamenta-se na acentuada 

variabilidade individual da resistência espermática ao processo de 

criopreservação, devido ao fato de que a seleção genética equina prioriza o 

desempenho atlético e não a capacidade de fertilização (BUBENÍŸKOVÁ et al., 

2020; CASTRO et al., 2025). Os garanhões são classificados como GOOD 

frezeers quando apresentam motilidade total pós-descongelação superior a 30% 

ou 35%, ao passo que os BAD frezeers exibem valores inferiores a esses 

limiares, frequentemente associados a uma baixa integridade da membrana 

plasmática (AURICH et al., 2020; BUBENÍŸKOVÁ et al., 2020). Carneiro et al. 

(2018) classificaram os garanhões utilizando como métrica um declínio da 

motilidade espermática em relação ao sêmen fresco, definindo bons 

congeladores como aqueles com redução de 25% e maus congeladores com 

diminuição de 40%.  

Do ponto de vista molecular e da cinemática, os bons congeladores 

possuem subpopulações espermáticas mais rápidas e lineares (BUBENÍŸKOVÁ 

et al., 2020), além de maior atividade mitocondrial e uma abundância superior de 

fosfatidilcolinas que estabilizam a membrana (CABRERA et al., 2018). Estudos 

apontam que existe diferenças no perfil fosfolipídico da membrana espermática 
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entre raças de garanhões, como mangalarga marchador e quarto de milha 

(RAMIRES NETO, 2015). Essa diferença no perfil lipídico pode contribuir para 

as variações na resistência da membrana ao processo de criopreservação 

(CABRERA, 2017). Foi observada que a diferença no perfil lipídico de garanhões 

GOOD e BAD pode estar relacionada com os ácidos graxos poli-insaturados de 

cadeia longa interferindo na criorresistência (RAMIRES NETO et al., 2025). 

O sucesso na fertilização do oócito pelo espermatozoide criopreservado 

depende da preservação de alguns atributos indispensáveis, como, metabolismo 

para produção de energia, motilidade progressiva, enzimas acrossomais, e 

integridade da membrana plasmática (CHIRINEA et al., 2013). 

Zhang et al., (2024) avaliaram proteínas e metabólitos associados a 

motilidade espermática como candidatos a biomarcadores, demonstrando que a 

utilização de biomarcadores associados a motilidade espermática pode ser uma 

alternativa para identificar problemas reprodutivos relacionados ao 

espermatozoide. 

 

3. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Com a necessidade e demanda do uso de biotécnicas aplicadas a 

preservação do material genético da espécie equina, tanto para reserva genética 

e para a manutenção de animais de alto valor zootécnico, necessitamos também 

avançar com as biotecnologias da reprodução, minimizando a diminuição da 

qualidade espermática quando o sêmen é submetido ao processo de 

criopreservação. E para isso devemos entender a composição lipídica da 

membrana espermática e seu mecanismo de ação para melhorar os índices 

reprodutivos quando se trata do uso de material genético criopreservado. 

 

4. HIPÓTESE E OBJETIVO 

 

4.1 Hipótese 

 

A composição lipídica da membrana espermática em garanhões 

criorresistentes difere daquela em garanhões criossensíveis, e essas diferenças 

lipídicas são responsáveis pela maior tolerância ao processo de criopreservação. 
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4.2 Objetivo Geral 

 

Avaliar e comparar o perfil lipídico do espermatozoide em garanhões, a 

fim de compreender o mecanismo lipídico e correlacioná-lo com à 

criorresistência ou criossensibilidade do espermatozoide. 
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Resumo 28 

 29 

Entender a lipidômica dos espermatozoides é essencial para elucidar as 30 

alterações da permeabilidade da membrana induzidas pela criopreservação do 31 

sêmen de garanhões, visto que, a permeabilidade da membrana está ligada e 32 

influenciada por sua composição lipídica. Assim, a identificação dos lipídios 33 

presentes na membrana espermática pode fornecer informações cruciais para 34 

uma melhor qualidade espermática pós-descongelação. O objetivo deste estudo 35 

é identificar e comparar o perfil lipídico da membrana plasmática de 36 

espermatozoides de garanhões criossensíveis (BAD Freezers) e criorresistentes 37 

(GOOD Freezers). O sêmen de 16 garanhões (n=16) foi avaliado e classificado 38 

em dois grupos: GOOD (n=8) e BAD (n=8). O perfil lipídico dos espermatozoides 39 

foi realizado com MALDI-MS sem adição de um extensor e com a remoção do 40 

plasma seminal. As análises foram realizadas com o MetaboAnalyst 6.0 e a 41 

análise discriminante do PLS-DA para demonstrar a variação entre BAD e 42 

GOOD. Os lipídios diferencialmente expressos no gráfico de Volcano seguiram 43 

os critérios: valores de P < 0,05 e fold change (FC) ≥ 2. No gráfico de pontuação 44 

VIP, quantificamos a relevância de cada lipídio encontrado > 2. Foram 45 

identificados 165 lipídios, 10 lipídios apresentaram diferenças entre os grupos, 4 46 

apresentaram maior abundância no grupo BAD (960.5094 [IPC 38:0;O3, 47 

Inositolfosforilceramida], 517.2585 [ST 29:3;O, Lipídios de Esteróis], 924.4688 48 

[PC 39:7, Glicerofosfocolina], 424.1616 [CAR 10:0, Acil carnitina]) e 6 no grupo 49 

GOOD (623.3115 [LPI 18:0, Lisofosfatidilinositol], 804.4195 [PS 35:6, 50 

Glicerofosfoserina], 873.4483 [PI 34:5, Glicerofosfoinositol], 510.255 [LPC 14:1, 51 

Lisofosfatidilcolina], 782.4298 [PC O-29:1, Glicerofosfocolina], 427.2135 [ST 52 

23:4;O6, Lipídios de Esteróis]). Foi identificado uma diferença no perfil lipídico 53 

entre os grupos. O mapeamento do metabolismo lipídico possibilita a 54 

identificação dos pontos vulneráveis, com finalidade de melhorar a qualidade 55 

espermática de garanhões. 56 

Palavra-chave: Criopreservação, Membrana Plasmática, Sêmen, Fosfolipídios, 57 

Mass Spectrometry 58 

 59 

 60 
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1 INTRODUÇÃO 61 

 62 

A fertilidade reduzida do sêmen criopreservado deve-se em grande parte 63 

aos danos causados aos espermatozoides durante a criopreservação, que 64 

compromete a viabilidade celular e promovem perdas funcionais [1,2,3,4,5]. O 65 

principal alvo da crioinjúria é a membrana plasmática, que é exposta a 66 

estressores osmóticos e a temperaturas inferiores às fisiológicas, favorecendo o 67 

choque térmico e a transição lipídica do estado líquido cristalino para o estado 68 

de gel [3,6,7,8], levando a injúrias mitocondriais, desestabilização acrossomal e 69 

quebra da assimetria da bicamada lipídica, perdendo a homeostase e a 70 

capacidade de manutenção celular [1,2,9,10,11,12].  71 

As interações lipídicas na membrana são moduladores essenciais da 72 

qualidade espermática e da criorresistência. Alterações na organização lipídica-73 

proteica estão correlacionadas com a fluidez e a criorresistência do sêmen 74 

humano [13], e pode-se esperar um padrão similar em equinos dado o efeito da 75 

composição lipídica na fluidez da membrana [3]. Os glicerofosfolipídios (GP), 76 

como a fosfatidilcolina (PC), e os esfingolipídios (SM) são responsáveis pela 77 

integridade da membrana e pelo fornecimento de substrato energético 78 

[14,15,16].  79 

A composição lipídica da membrana espermática exibe uma marcante 80 

variabilidade individual entre os garanhões [17]. Essa variabilidade na proporção 81 

específica de classes de lipídios, influencia diretamente a fluidez e a resiliência 82 

estrutural da bicamada lipídica frente ao estresse térmico e osmótico da 83 

criopreservação, e a compreensão do perfil lipídico é crucial para entender a 84 

criotolerância [18, 19, 20]. Garanhões com boa qualidade espermática 85 

apresentam uma abundância superior de PC e de certos ácidos graxos como o 86 

láurico (C12:0), mirístico (C14:0) e oleico (C18:1n9c), que se correlacionam 87 

positivamente com a motilidade e integridade funcional pós-descongelação [21].  88 

A membrana espermática é rica em ácidos graxos poli-insaturados 89 

(PUFAs), o que confere a fluidez essencial para a motilidade, mas aumenta 90 

drasticamente sua vulnerabilidade à peroxidação lipídica (LPO) induzida pelas 91 

espécies reativas de oxigênio (ROS) durante o congelamento [2,9,12,22]. O 92 

processo de criopreservação acarreta o desprendimento de constituintes 93 
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lipídicos específicos, como fosfolipídios e colesterol [23,24], e a perda do 94 

colesterol em particular desestabiliza a membrana, podendo desencadear a 95 

capacitação prematura ou "criocapacitação", o que reduz a longevidade da célula 96 

no trato reprodutivo feminino [25]. 97 

Durante o processo de criopreservação observa-se uma particularidade 98 

individual entre garanhões, permitindo que alguns animais apresentem maior 99 

resistência ao processo de criopreservação seminal, sendo classificados como 100 

criorresistentes (GOOD Freezers), e animais com baixa tolerância classificados 101 

como criossensíveis (BAD Freezers) [26].  102 

Na busca para compreender a dinâmica lipídica da membrana 103 

espermática do garanhão, este trabalho visa analisar e identificar o perfil lipídico 104 

de espermatozoides e relacioná-los a criotolerância. Com isso busca-se otimizar, 105 

melhorar e aumentar a eficiência reprodutiva de garanhões criossensíveis. 106 

 107 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 108 

 109 

2.1 Animais e design experimental 110 

 111 

O estudo foi realizado na Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia 112 

da Universidade Estadual Paulista, campus de Botucatu (FMVZ-113 

UNESP/Botucatu), localizada no estado de São Paulo, na latitude sul de 114 

22°53'09" e longitude oeste de 48°26'42". Os animais ficaram alojados no 115 

Departamento de Reprodução Animal e Radiologia Veterinária da FMVZ-116 

UNESP/Botucatu, e permaneceram estabulados, foram alimentados com feno e 117 

concentrado, e receberam água à vontade. 118 

Os aspectos éticos recomendados pelo Conselho Nacional de 119 

Experimento Animal (CONCEA) foram considerados em cada etapa desse 120 

estudo. O estudo foi conduzido de acordo com protocolo aprovado pelo CEUA 121 

(Comitê de Ética no Uso de Animais) da Faculdade de Medicina Veterinária e 122 

Zootecnia da Universidade Estadual Paulista, Campus Botucatu, sob o protocolo 123 

#000.417/25. 124 

Foram utilizados garanhões de diferentes raças, com idade entre 7 e 15 125 

anos. Todos os garanhões apresentaram motilidade total > 60% e motilidade 126 

progressiva > 30% do sêmen fresco, 16 garanhões no total (n=16) e foram 127 
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divididos igualmente em dois grupos, 8 garanhões no grupo BAD Freezer n=8 128 

(sensíveis à criopreservação), e 8 garanhões no grupo GOOD Freezer n=8 129 

(resistentes à criopreservação). Os animais classificados como GOOD foram os 130 

animais que apresentaram motilidade total ≥ 35% pós-descongelação, e como 131 

BAD os animais que apresentaram motilidade total inferior a esse limiar pós-132 

descongelação de acordo com Aurich et al. [27]. 133 

 134 

2.2 Coleta e Preparo das Amostras 135 

 136 

O sêmen foi coletado utilizando uma vagina artificial (Botupharma, 137 

Botucatu, SP, Brasil), e a fração de gel foi removida com um filtro de náilon. 138 

Para a separação dos espermatozoides do plasma seminal, o sêmen foi 139 

diluído (1:1) com PBS e foi centrifugado a 800 x g por 20 minutos. O 140 

sobrenadante foi removido cuidadosamente, deixando apenas o pellet de 141 

esperma intacto. O pellet resultante foi ressuspenso em 10 mL de PBS e 142 

centrifugado uma segunda vez (800 x g / 20 minutos) antes da remoção do 143 

sobrenadante e da ressuspensão do pellet em 1,0 mL de PBS, que foi congelado 144 

rapidamente em nitrogênio líquido para armazenamento antes da análise (Figura 145 

1a). 146 

 147 

2.3 Lipidômica 148 

 149 

As amostras foram submetidas à extração líquido-líquido dos lipídios 150 

totais seguindo o protocolo descrito por Bligh e Dyer [28] com modificações. Uma 151 

alíquota foi descongelada à temperatura ambiente, e ressuspensa em 1 mL de 152 

PBS e homogeneizada por 3 min. A amostra foi centrifugada a 12.000 x g por 1 153 

min em centrífuga refrigerada a 4ºC. Em seguida, o sobrenadante foi descartado 154 

e o procedimento repetido mais uma vez. Posteriormente, 500 µL de uma mistura 155 

de solventes clorofórmio-metanol (2:1 v/v) e 150 µL de água destilada foram 156 

adicionados ao sedimento, e os tubos agitados vigorosamente por 2 min.  A 157 

amostra foi recentrifugada a 5.000 x g por 3 min à temperatura ambiente. O 158 

sobrenadante aquoso foi descartado e o pellet foi coletado, em seguida a 159 

amostra foi acondicionada no concentrador para secagem por 60 minutos e 160 

armazenada a -196°C (Figura 1b). As amostras foram ressuspensas em 10 µL 161 
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de clorofórmio para análise por MALDI-MS. Cada amostra de extrato (1 µL) foi 162 

depositada em um ponto na placa-alvo MALDI, e deixada para secar à 163 

temperatura ambiente e coberta com a solução da matriz (1 µL de ácido 2,5-di-164 

hidroxibenzoico, DHB, 30 mg/mL em metanol) (Figura 1c). Os dados de MALDI 165 

foram adquiridos utilizando um espectrômetro de massas Autoflex III MALDI com 166 

tempo de voo (TOF) operado no modo reflectron e equipado com tecnologia laser 167 

smartbeam™. Os dados de MS foram adquiridos no modo íon positivo e na faixa 168 

de m/z de 700 a 1000, com média de 1000 disparos consecutivos de laser e 169 

frequência de 200 Hz. Os espectros de massa brutos foram processados usando 170 

o software FlexAnalysis e submetidos à análise multivariada. No FlexAnalysis 171 

cada amostra avaliada em MS, selecionou-se a razão m/z correspondente a 172 

cada padrão molecular discriminativo, com a finalidade de construir arquivos com 173 

a lista de picos de cada grupo. 174 
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175 

176 

 177 
Figura 1:  Fluxograma de processamento das amostras – (A) preparo das amostras, (B) Extração 178 

dos lipídios, (C) MALDI-MS e análise estatística. 179 
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2.4 Análise Estatística 180 

 181 

Para a análise estatística de lipidômica, foram considerados os íons em 182 

cada grupo quando ele estava presente em pelo menos 50% + 1 das amostras, 183 

caso contrário as amostras foram zeradas. A normalização logarítmica foi 184 

realizada para ajustar as diferenças entre as amostras, assim, os dados se 185 

tornaram mais homogêneos e a análise mais precisa. A análise estatística 186 

multivariada dos dados MALDI-MS foi realizada no software MetaboAnalyst 6.0.  187 

No metaboanalyst os grupos foram agrupados de forma não hierárquica, 188 

com as amostras divididas em um número predeterminado de grupos, foi 189 

realizada a transformação logarítmica Log10 e escala de dados “Range scaling”.  190 

A análise de componentes principais (PCA) foi utilizada para descrever a 191 

variação da amostra, determinar a precisão da divisão do grupo e preservar as 192 

divisões mais relevantes. 193 

A análise discriminante por mínimos quadrados parciais (PLS-DA) foi 194 

utilizada para classificar a variável em ordem de importância, demostrando a 195 

importância das variáveis na pontuação de projeção (pontuação VIP), na 196 

pontuação VIP foi considerada alfa > 2. O gráfico volcano foi utilizado para 197 

comparar os grupos utilizando os critérios de fold change ≥ 2 com o grupo GOOD 198 

sendo utilizado como base, e teste-t FDR < 0,05 foi considerado estatisticamente 199 

significativo. 200 

 201 

2.5 Análise Lipídica 202 

 203 

 Os lipídios que apresentaram importância estatística foram identificados 204 

e classificados pela “massa” e selecionados pelo menor “delta”, de acordo com 205 

o banco de dados lipídico “Lipid Metabolites and Pathways Strategy (LIPID 206 

MAPS®)” [29], analisados quanto as suas funções lipídicas no aplicativo web 207 

LION/web (lipidontology.com) [30], foi analisado o metabolismo lipídico através 208 

da enciclopédia de genes e genomas de Kyoto  - KEGG (kegg.jp) [31].  209 

  210 

 211 

 212 

 213 
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3 RESULTADOS 214 

 215 

3.1 Lipidômica dos espermatozoides 216 

 217 

Foram identificados 165 lipídios, desses, 10 se mostraram 218 

diferencialmente abundantes nos grupos, sendo 4 no grupo BAD e 6 no grupo 219 

GOOD, suas características estão dispostas na tabela 1 conforme classificação 220 

realizada na base de dados LIPID MAPS® (Tabela 1), e representados no gráfico 221 

volcano (Figura 3). 146 lipídios se mostraram em comum entre os grupos, 7 222 

apresentaram-se exclusivamente no grupo BAD e 12 exclusivamente no grupo 223 

GOOD (Figura 2). 224 

 225 

Tabela 1: Lipídios identificados que apresentaram diferença entre os grupos  226 

Massa Nome Classe principal Subclasse Volcano VIP 

960.5094 IPC 38:0;O3 Esfingolipídios Inositolfosforilceramida ☑ ☑ 

517.2585 ST 29:3;O Lipídios de Esteróis  Lipídios de Esteróis  ☑ ☑ 

924.4688 PC 39:7 Glicerofosfolipídios Glicerofosfocolina ☑ ☑ 

424.1616 CAR 10:0 Ácidos Graxos Acil carnitina ☑ ☑ 

623.3115 LPI 18:0 Glicerofosfolipídios Lisofosfatidilinositol ☑ ☑ 

804.4195 PS 35:6 Glicerofosfolipídios Glicerofosfoserina ☑ ☑ 

873.4483 PI 34:5 Glicerofosfolipídios Glicerofosfoinositol ☑ ☑ 

510.255 LPC 14:1 Glicerofosfolipídios Lisofosfatidilcolina  ☑ ☑ 

782.4298 PC O-29:1 Glicerofosfolipídios Glicerofosfocolina ☑ ☑ 

427.2135 ST 23:4;O6 Lipídios de Esteróis  Lipídios de Esteróis  ☑ ☑ 

Tabela 1: Características dos lipídios abundantes identificados no gráfico volcano e no gráfico 227 

VIP. ■ BAD ■ GOOD 228 

 229 

 230 
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 231 

Figura 2: Diagrama de Venn, 146 lipídios se apresentam em comum entre os grupos, 7 com 232 

exclusividade no grupo BAD e 12 com exclusividade no grupo GOOD. 233 

 234 

 235 

 236 

Figura 3: Gráfico de volcano dos lipídios diferencialmente abundantes em garanhões BAD e 237 

GOOD Freezers. Log2(FC) - ■ upregulation no grupo BAD e ■ downregulation no grupo BAD. 238 

Quanto mais distante sua posição de (0,0), mais significativa é a característica. Linhas tracejadas 239 

verticais indicam os limiares de FC ≥ 2 e horizontal p-valor ajustado (FDR) < 0,05. 240 
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Pela análise dos principais componentes (PCA) não supervisionada, 241 

observa-se através do gráfico de pontuação (Figura 4a) uma dispersão entre os 242 

grupos com predisposição de separação dos grupos, mas com uma pequena 243 

sobreposição. Observamos no dendrograma de agrupamento hierárquico 244 

(Figura 4b) a formação de dois grandes agrupamentos principais. O 245 

agrupamento principal superior contém as amostras do grupo GOOD, e o 246 

agrupamento principal inferior  as amostras do grupo BAD, porém o agrupamento 247 

superior (GOOD) conta com a presença da amostra BAD2. A amostra BAD2 248 

apresenta um perfil lipídico mais similar ao perfil metabólico das amostras 249 

GOOD. A visualização do perfil metabólico das amostras por grupo e por amostra 250 

está disponível no mapa de calor (Figura 5).  251 

 252 

 253 

Figura 4: (A) Análise de componentes principais (PCA) do perfil lipídico espermático. Os grupos 254 

apresentem tendencia a separação com pequena sobreposição. (B) No dendrograma 255 

hierárquico a amostra BAD 2 apresenta perfil lipídico semelhante ao grupo GOOD. 256 

 257 

A análise PERMANOVA revelou uma diferença estatisticamente 258 

significativa nos perfis lipidômicos entre os agrupamentos avaliados (F=9,743; 259 

R² = 0,41; p = 0,001). Notavelmente, o fator de agrupamento explicou 260 

aproximadamente 41% da variância total observada nos dados, confirmando 261 

uma distinção robusta na composição lipídica entre os grupos BAD e GOOD. 262 
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No mapa de calor observamos a intensidade dos metabólitos (picos mz/rt) 263 

em todas as amostras, visualizando os padrões de expressão metabólica do 264 

grupo BAD a esquerda, e do grupo GOOD a direita.   265 

 266 

 267 

Figura 5: Mapa de calor da lipidômica espermática mostra a expressão dos lipídios nas 268 

amostras, em vermelho aumentas e em azul diminuídas. 269 

 270 

O metabolismo lipídico está descrito no diagrama de cordas onde 271 

observamos a atuação dos lipídios nos diversos metabolismos (Figura 6) e na 272 

tabela 2. 273 

 274 

 275 
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 276 

Figura 6: Diagrama de cordas. Identificação da atuação dos lipídios em diversos metabolismos. 277 

LogFC - ■ upregulation no grupo BAD e ■ downregulation no grupo BAD. 278 

 279 

Tabela 2: Identificação do metabolismo lipídico 280 

Nome Classe principal Subclasse Participa do metabolismo 

IPC 38:0;O3 Esfingolipídios Inositolfosforilceramida Glicerofosfolipídio 

ST 29:3;O Lipídios de Esteróis  Lipídios de Esteróis  Colesterol / Biossíntese de Esteróides 

PC 39:7 Glicerofosfolipídios Glicerofosfocolina Glicerofosfolipídio 

CAR 10:0 Ácidos Graxos Acil carnitina N/I 

LPI 18:0 Glicerofosfolipídios Lisofosfatidilinositol Glicerolipídio 

PS 35:6 Glicerofosfolipídios Glicerofosfoserina N/I 

PI 34:5 Glicerofosfolipídios Glicerofosfoinositol Glicerolipídio 

LPC 14:1 Glicerofosfolipídios Lisofosfatidilcolina  Glicerofosfolipídio 

PC O-29:1 Glicerofosfolipídios Glicerofosfocolina Glicerofosfolipídio 

ST 23:4;O6 Lipídios de Esteróis  Lipídios de Esteróis  Colesterol / Biossíntese de Esteróides 

Tabela 2: Participação dos lipídios nos metabolismos. N/I – não identificado. ■ BAD ■ GOOD 281 

 282 

 283 

 284 

 285 

 286 

 287 
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4 DISCUSSÃO 288 

 289 

Na busca para promover a melhor crioproteção ao espermatozoide, 290 

entender como cada indivíduo se comporta frente as mais intempéries sofridas 291 

durante a criopreservação se faz necessário. A análise lipidômica revelou 292 

diferenças substanciais na composição da membrana plasmática entre 293 

espermatozoides de garanhões classificados como GOOD e BAD Freezers. A 294 

criopreservação impõe estresses osmóticos e térmicos ao espermatozoide, e a 295 

sobrevivência da célula espermática é dependente da homeostase e da 296 

arquitetura lipídica da sua membrana [3] . A identificação de assinaturas lipídicas 297 

diferenciais não apenas confirma a membrana como o principal alvo da 298 

crioinjúria, mas também estabelece potenciais biomarcadores de fertilidade e 299 

tolerância ao congelamento. 300 

 No grupo GOOD observamos a abundância de 6 lipídios específicos que 301 

conferem proteção antioxidante, plasticidade estrutural e competência de 302 

sinalização, justificando a superior qualidade espermática pós-descongelação 303 

neste grupo.  304 

 A abundância e exclusividade do PC O-29:1 (Glicereofosfocolina) é um 305 

achado de extrema relevância fisiológica. Trata-se de um glicerofosfolipídio de 306 

éter, conhecido como plasmalogênio, caracterizado por uma ligação vinil-éter na 307 

posição sn-1. Esta ligação atua como um "antioxidante de sacrifício", ela é 308 

preferencialmente clivada por espécies reativas de oxigênio (ROS), 309 

neutralizando os radicais livres e protegendo os ácidos graxos poli-insaturados 310 

(PUFAs) adjacentes contra a cascata letal de peroxidação lipídica (LPO) gerada 311 

durante o congelamento [20, 32]. A presença deste “escudo” antioxidante 312 

endógeno preserva a integridade da membrana e a motilidade celular pós-313 

descongelação. Corroborando com Cabrera et al. (2018) [20], que identificaram 314 

que os plasmalogênios estão associados a melhor qualidade espermática pós-315 

descongelação. 316 

 A  presença dos fosfolipídios PS 35:6 (Glicerofosfoserina) e PI 34:5 317 

(glicerofosfoinositol), reflete uma membrana metabolicamente apta para a 318 

fertilização. Reforçando estudos que identificaram e associaram níveis altos de 319 
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inositóis e serinas com a capacidade superior de criopreservação do sêmen 320 

equino, pois, o PI é vital para a manutenção da homeostase intracelular de cálcio 321 

e atua como precursor de mensageiros secundários críticos para a polimerização 322 

da actina e motilidade [33]. A fosfatidilserina, por sua vez, é essencial para 323 

manutenção da assimetria da bicamada lipídica. Espermatozoides de alta 324 

qualidade mantêm a PS no folheto interno, sua externalização regulada só deve 325 

ocorrer durante a capacitação fisiológica, garantindo que o espermatozoide 326 

responda adequadamente aos estímulos do trato reprodutivo feminino e consiga 327 

realizar a fusão da membrana acrossômica [34]. 328 

 A abundância dos lipídios LPI 18:0 (Lisofosfatidilinositol) e LPC 14:1 329 

(Lisofosfatidilcolina), produtos da ação da fosfolipase A2 (PLA2) [32], corrobora 330 

com Serafini & O’Flaherty (2025) [35], que descrevem os lisofosfolipídios como 331 

essenciais para modular a curvatura da bicamada e conferir a flexibilidade 332 

necessária para que o espermatozoide resista as variações volumétricas do 333 

choque osmótico e possa se expandir sem se romper, e posteriormente, realizar 334 

a reação acrossomal. 335 

 O lipídio de esterol ST 23:4;O6 (Colesterol) é crucial para promover uma 336 

boa regulação da temperatura de transição de fase. Estudos indicam que 337 

esteróis desempenham um papel fundamental na termodinâmica da membrana, 338 

intercalam-se entre os fosfolipídios da bicamada evitando a transição de fase 339 

abrupta do estado fluido para o estado de gel durante o resfriamento, prevenindo 340 

danos letais à membrana espermática [3, 7, 36].  341 

 No grupo BAD a abundância dos lipídios IPC 38:0;O3, ST 29:3;O, PC 39:7 342 

e CAR 10:0, evidencia uma membrana estruturalmente rígida, com potencial de 343 

vulnerabilidade oxidativa, diminuindo a sobrevivência pós-descongelação. 344 

 A abundância marcante do esfingolipídio IPC 38:0;O3 (Inositol 345 

Fosforilceramida) é um dos achados mais críticos e reflete uma rigidez estrutural 346 

da membrana. Este esfingolipídio possui uma cadeia carbônica muito longa 347 

(C38) e totalmente saturada (0 ligações duplas) e elevada hidroxilação (O3), esta 348 

molécula forma interações de Van der Waals excessivamente fortes, resultando 349 

em um alto grau de empacotamento na bicamada [3, 8]. O resultado é a elevação 350 

drástica da temperatura de transição, fazendo com que a membrana passe 351 
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precocemente para o estado de "gel", perdendo a elasticidade e tornando-se 352 

suscetível à ruptura pela formação de cristais de gelo extracelular [8]. A 353 

modulação da temperatura de transição é uma alternativa para melhorar a 354 

qualidade espermática pós-descongelação, conforme Mocé e colaboradores 355 

(2010) [37] que, diminuindo a temperatura de transição melhoraram a qualidade 356 

do sêmen pós-descongelação.  357 

 A resistência ao choque térmico, um fator chave na criopreservação, está 358 

positivamente correlacionada com a relação colesterol/fosfolipídio na membrana 359 

espermática, de modo que espécies com proporções mais elevadas, como 360 

coelhos e humanos, demonstram maior resistência a baixas temperaturas do 361 

que espécies sensíveis, como equinos [22, 38].  362 

O papel fisiológico do colesterol na membrana é duplo: ele atua como um 363 

potente fator descapacitante no sêmen [39,40], e seu efluxo controlado é um pré-364 

requisito obrigatório para que ocorra a capacitação espermática [2, 39, 40]. 365 

Durante o efluxo, mediado por ativadores como a albumina, a redução na 366 

concentração de colesterol diminui a microviscosidade da membrana, facilitando 367 

a redistribuição lipídica e o influxo de íons, o que culmina na hiperativação e na 368 

reação acrossomal [2, 41, 42, 43].  369 

A disfunção espermática em pacientes inférteis, como nos casos de 370 

astenozoospermia, tem sido associada à manutenção de um padrão anormal de 371 

esteróis na membrana [44, 45], indicando que a homeostase do colesterol é um 372 

indicador sensível da fertilidade masculina, membranas com esteróis 373 

desregulados perdem a capacidade do efluxo correto do colesterol, resultando 374 

na falha de fertilização [46]. Tal fato corrobora com os resultados apresentados 375 

em outros estudos, onde a abundância do lipídio ST 29:3;O demonstra um 376 

desequilíbrio no metabolismo de esteróis, o que pode interferir na compactação 377 

das cadeias acila saturadas nas lipid rafts.  378 

Esta interferência impede que a célula se adapte ao choque osmótico e 379 

as alterações volumétricas impostas pela formação de cristais de gelo e pela 380 

transição de fase de cristal líquido para gel durante o resfriamento [47, 48]. 381 
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A presença de um esterol de cadeia carbônica longa (C29) e alto grau de 382 

insaturação (3 ligações duplas) sugere uma desestabilização da bicamada 383 

lipídica, esteróis com múltiplas ligações duplas são alvos primários para a LPO 384 

[7, 49]. O ataque de ROS a essas duplas ligações gera subprodutos citotóxicos, 385 

como o 4-hidroxinonenal (4-HNE), que promovem a perda da seletividade da 386 

membrana e desencadeiam cascatas apoptóticas [21, 50]. 387 

Enquanto garanhões com alta criotolerância apresentam membranas 388 

mais ricas em fosfatidilcolina e esteróis estabilizadores, o acúmulo de esteróis 389 

insaturados atípicos no grupo BAD atua como um biomarcador de fragilidade 390 

estrutural [51].  391 

 Do ponto de vista oxidativo e metabólico, o grupo BAD é altamente 392 

vulnerável. A alta concentração do glicerofosfolipídio PC 39:7 393 

(Glicerofosfocolina), que contém ácidos graxos de cadeia muito longa poli-394 

insaturados (VLCPUFAs), representa o "calcanhar de Aquiles" dessas células. 395 

Embora insaturações promovam fluidez, necessária para flexibilidade da 396 

membrana, um excesso de duplas ligações separadas por pontes metilênicas 397 

atua como o alvo principal das ROS geradas no estresse térmico, deflagrando 398 

uma cascata severa de LPO que culmina na destruição da membrana, perda de 399 

motilidade e apoptose celular prematura [12, 52]. 400 

 O lipídio CAR 10:0 (Decanoilcarnitina) elevado em garanhões BAD, 401 

sugere um comprometimento na eficiência bioenergética mitocondrial, 402 

especificamente um bloqueio ou saturação na via da β-oxidação de ácidos 403 

graxos.  404 

As acilcarnitinas desempenham um papel fundamental no metabolismo 405 

energético dos espermatozoides, atuando no transporte de ácidos graxos para 406 

a matriz mitocondrial, onde são oxidados para a produção de ATP, substrato 407 

essencial para a motilidade espermática [53, 54, 55]. No entanto, o acúmulo de 408 

intermediários de cadeia média, como a CAR 10:0 indica que, embora o 409 

transporte de lipídios possa estar ocorrendo para dentro da mitocôndria, a sua 410 

oxidação completa está ineficiente ou interrompida. Este fenômeno é 411 

característico de uma disfunção mitocondrial, onde as mitocôndrias danificadas 412 

pelo processo de criopreservação tornam-se incapazes de metabolizar 413 
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eficientemente os substratos lipídicos, levando ao acúmulo de acilcarnitinas de 414 

cadeia média [56].  415 

O acúmulo de CAR 10:0 reflete, uma incapacidade enzimática das 416 

desidrogenases de acil-CoA de cadeia média, frequentemente inibidas ou 417 

danificadas em condições de estresse celular [57]. O acúmulo de acilcarnitinas 418 

de cadeia média no ambiente celular pode exercer efeitos deletérios diretos, 419 

concentrações alteradas de CAR 10:0 foram relacionadas a diversas patologias 420 

[58]. 421 

O perfil metabólico está intrinsecamente ligado ao estresse oxidativo. A 422 

disfunção na cadeia de transporte de elétrons, comum em mitocôndrias de 423 

espermatozoides de baixa qualidade, leva à produção excessiva de ROS. As 424 

ROS, por sua vez, podem danificar as enzimas da β-oxidação, exacerbando o 425 

acúmulo de metabólitos intermediários como a decanoilcarnitina [59].  426 

 A integração das vias metabólicas mapeadas reforça o conceito de que a 427 

criorresistência depende de fluxos enzimáticos coordenados. As interações 428 

ativas na biossíntese de esteroides e no metabolismo de glicerofosfolipídios / 429 

glicerolipídios indicam que a viabilidade não depende de um único lipídio, mas 430 

da capacidade do gameta em processar dinamicamente a remodelagem de suas 431 

membranas [29].  432 

A forte sinergia entre as rotas de metabolismo de glicerofosfolipídios e 433 

glicerolipídios no grupo GOOD traduz o funcionamento contínuo do "Ciclo de 434 

Lands". Neste ciclo, enzimas fosfolipases e aciltransferases atuam 435 

sinergicamente, reciclando fosfolipídios oxidados (PC, PE) em lisofosfolipídios 436 

(LPC, LPE) [60]. Enquanto os GOOD freezers possuem vias otimizadas que 437 

permitem o turnover entre fosfatidilcolinas poli-insaturadas (PC) e seus análogos 438 

de proteção (plasmalogênios e liso-espécies), os BAD freezers experimentam 439 

um estancamento letal, onde vias incompletas da conversão mitocondrial e 440 

acúmulo de ceramidas geram senescência precoce frente à criopreservação [29, 441 

61]. 442 

 Os dez lipídios identificados neste estudo — IPC 38:0;O3 443 

(Inositolfosforilceramida), ST 29:3;O (Lipídios de Esteróis), PC 39:7 444 
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(Glicerofosfocolina) e CAR 10:0 (Acil carnitina) (abundantes no grupo BAD) e LPI 445 

18:0 (Lisofosfatidilinositol), PS 35:6 (Glicerofosfoserina), PI 34:5 446 

(Glicerofosfoinositol), LPC 14:1 (Lisofosfatidilcolina), PC O-29:1 447 

(Glicerofosfocolina) e ST 23:4;O6 (Lipídios de Esteróis) (abundantes no grupo 448 

GOOD),  são possíveis candidatos a biomarcadores lipídicos de criotolerância 449 

espermática em garanhões. Biomarcadores lipídicos têm sido propostos em 450 

diversas espécies como ferramentas de triagem e predição da qualidade seminal 451 

[21, 62, 63, 64], selecionando reprodutores, e otimizando protocolos de 452 

criopreservação. 453 

 454 

5 CONCLUSÃO 455 

 456 

O presente estudo identificou que existe diferença no lipidôma 457 

espermático de garanhões GOOD e BAD freezers. Identificou lipídios exclusivos 458 

em cada grupo, sugerindo que o perfil lipídico tende a divergir os grupos, o que 459 

pode proporcionar maior criorresitência ou criossensibilidade. Possibilitou a 460 

identificação do metabolismo lipídico dos lipídios significantemente abundantes 461 

de ambos os grupos. Estas características se tornam muito relevantes, tendo em 462 

vista a possibilidade de correção através da adição de substâncias  que corrijam 463 

este desequilíbrio, melhorando a qualidade do sêmen, porém mais pesquisas 464 

são necessárias para confirmação desta hipótese. 465 

 466 
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