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RESUMO 
 

Embora os avanços em aumentar a capacidade 

fecundante dos espermatozoides pós-descongelação 

sejam notáveis, a utilização desse tipo de sêmen ainda é 

limitado, devido aos danos parcialmente irreversíveis aos 

espermatozoides durante a criopreservação, com 

consequente redução no potencial fecundante pós-

descongelação em comparação com o potencial de 

espermatozoides a fresco ou resfriados. Esta variação é 

induzida pela membrana mudando o seu estado de fluida 

para o estado de gel em baixas temperaturas. O colesterol 

desempenha um papel importante como regulador da 

função da membrana celular, mantendo a sua fluidez e a 

sua permeabilidade, favorecendo a fase de transição da 

membrana, por meio da mantenção do estado fluido em 

baixas temperaturas, reduzindo assim, os danos na 

membrana espermática. Todavia, alguns aminoácidos 

podem proteger as células de mamíferos contra as 

crioinjúrias causadas na congelação/descongelação. Os 

aminoácidos com suas propriedades ajudam a proteger as 

células dos espermatozoides contra os danos estruturais 

durante o estresse térmico. No entanto, durante o 

processo de criopreservação, também ocorre a produção 

de espécies reativas de oxigênio (EROs), que em 

quantidades elevadas, tornam-se prejudiciais para célula 

dos espermatozoides. Desta forma, a proteção adicional 

nas células espermáticas, constitui um desafio durante os 

protocolos de criopreservação, quando as células 

necessitam manter a função e a fluidez da membrana, 

além de combater o estresse oxidativo e, ao mesmo 

tempo, manter a habilidade de produção de EROs para 

execução de seus processos fisiológicos.  

Palavras-chave: aminoácidos, colesterol, 
congelação, sêmen. 

 
 
ANTIOXIDANTS AND CRYOPROTECTANTS IN 

CRYOPRESERVATION OF RAM SPERM 

ABSTRACT 

Although advances in enhancing the post-thawing 

spermatozoa ability to perform post-thawing are 

remarkable, the use of semen is still commercially 

limited due to partially irreversible damage to 

spermatozoa during cryopreservation, with a 

consequent reduction in post-thawing fertilization 

potential compared to the potential of fresh or cooled 

sperm. This variation is induced by the membrane 

changing its state of fluid to the gel state at low 

temperatures. Cholesterol plays an important role as 

a regulator of membrane function, maintaining fluidity 

and permeability in the cell membrane, favoring the 

transition phase of the membrane, by maintaining the 

fluid state at low temperatures, thus reducing 

membrane damage Sperm. However some amino 

acids may protect mammalian cells from cryo-injury 

caused by freezing/thawing. Amino acids with their 

properties help protect sperm cells against structural 

damage during thermal stress. However, during the 

cryopreservation process, also occurs the production 

of reactive oxygen species (ROS), which in high 

amounts, become harmful to sperm cells. Thus, the 

additional protection in sperm cells, constitutes a 

challenge during cryopreservation protocols, when 

cells need to maintain membrane function and 

fluidity, in addition to combating oxidative stress and, 

at the same time, maintaining production ability of 

ROS for the execution of their physiological 

processes. 

Keyword: amino acids, cholesterol, freezing, semen.
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INTRODUÇÃO 
 
Buscando melhorar a qualidade dos 

espermatozoides durante a criopreservação, vários 

estudos buscam a otimização da técnica de 

congelação de espermatozoides nas diferentes 

espécies, como em suínos (TONIOLLI et al., 2009), 

bovinos (TASDEMIR et al., 2013), caninos (MOTA 

FILHO et al., 2014), peixes (SALMITO-VANDERLEY 

et al., 2014), equinos (SANTOS et al., 2015), ovinos 

(SOUZA et al., 2016a) e caprinos (SOUZA & 

MORAES, 2017).  

 

Embora os avanços em aumentar a capacidade 

fecundante dos espermatozoides pós-

descongelação sejam notáveis, a solução ideal para 

o uso do sêmen congelado na espécie ovina ainda 

não foi obtida nem se popularizou com resultados 

reproduzíveis (MORAES, 2003). Os baixos índices 

de fertilidade das fêmeas inseminadas com sêmen 

congelado podem ser melhorados com os avanços 

positivos alcançados na técnica de inseminação 

artificial e, principalmente, com as melhorias que 

ainda podem ser implementadas nos protocolos e 

diluidores de preservação de sêmen (CSEH et al., 

2012). 

 

Os baixos índices de fertilidade são atribuídos aos 

danos parcialmente irreversíveis aos 

espermatozoides durante a criopreservação, com 

consequente redução no potencial fecundante pós-

descongelação em comparação com o potencial de 

espermatozoides a fresco ou resfriados (MAZUR, 

1984). Esses danos na estrutura da membrana 

plasmática dos espermatozoides ocorrem quando 

são resfriados (MORAES et al., 2015; SOUZA et al., 

2016b), e podem ser parcialmente responsáveis pela 

diminuição da capacidade fecundante dos 

espermatozoides (WATSON, 2000), uma vez que o 

processo de resfriamento induz rearranjos de lipídos 

e de proteínas dentro das membranas das células 

quando elas são arrefecidas (MOCÉ et al., 2010). 

Esta variação é induzida pela membrana mudando o 

seu estado de fluido para o estado de gel em baixas 

temperaturas (LEE et al., 2015). 

 

O colesterol, principal constituinte estrutural da 

membrana plasmática, desempenha um papel 

importante como regulador da função da membrana 

(YEAGLE, 1985). Além disso, o colesterol tem de- 

 

monstrado ser importante em manter a fluidez 

(HARTEL et al., 1998) e a permeabilidade 

(McGRATH, 1988) na membrana da célula, 

favorecendo a fase de transição da membrana, por 

meio da manutenção do estado fluido em baixas 

temperaturas, reduzindo assim, os danos na 

membrana espermática (AMANN & PICKETT, 1987). 

 

Todavia, estudos tem relatado que além do 

colesterol, alguns aminoácidos podem proteger as 

células de mamíferos contra as crioinjúrias causadas 

na congelação/descongelação (LALONDE et al., 

1991). Os aminoácidos com suas propriedades 

ajudam a proteger as células dos espermatozoides 

contra os danos estruturais durante o estresse 

térmico (SANGEETA  et al., 2015). 

 

No entanto, durante o processo de criopreservação, 

também ocorre a produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROs), e essas, em pequenas 

quantidades, exercem efeito fisiológico, por exemplo, 

medeiam funções como capacitação espermática, 

hiperativação, reação acrossomal e fusão dos 

pronúcleos do espermatozoide e oócito. Contudo, 

em quantidades elevadas, as EROs tornam-se 

prejudiciais para célula dos espermatozoides 

(AITKEN, 1997). Os danos provocados pelo estresse 

oxidativo, resulta na diminuição da motilidade 

espermática, alterações na membrana plasmática 

(GRIVEAU & LELANNOU, 1997), indução de danos 

ao DNA no núcleo da célula espermática, 

esgotamento da adenosina trifosfato (ATP) nas 

mitocôndrias, além da redução da viabilidade e da 

capacidade fecundante (AITKEN & MARSHALL, 

2002). 

 

Assim, a inibição dos danos que as EROs causam 

aos espermatozoides, especialmente, pode elevar a 

viabilidade dessa célula após o processo de 

criopreservação (SOUZA et al., 2016a). Desse 

modo, estudos realizados anteriormente com 

diferentes espécies de animais, provaram que a 

adição de antioxidantes no sêmen antes da 

congelação/descongelação, minimiza os efeitos 

deletérios do estresse oxidativo e, 

consequentemente, melhora a qualidade 

espermática após a criopreservação (GADEA et al., 

2008; MONTEIRO et al., 2009; SOUZA et al., 2016a; 

SOUZA et al., 2017). 
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 Desta forma, a proteção adicional nas células 

espermáticas, constitui um desafio durante a 

maturação e o armazenamento, quando as células 

necessitam manter a função e a fluidez da 

membrana, além de combater o estresse oxidativo e, 

ao mesmo tempo, manter a habilidade de produção 

de EROs para execução de seus processos 

fisiológicos (REJRAJI et al., 2006).  

 

Diante disso, existe um grande interesse no 

desenvolvimento de pesquisas com antioxidantes 

juntamente com os crioprotetores (colesterol e 

aminoácidos), buscando prevenir os 

espermatozoides da oxidação, e aumentar a sua 

capacidade fecundante após o protocolo de 

criopreservação. 

 

REVISÃO DE LITERATURA 

Membrana Plasmática 

Sendo uma estrutura determinante na arquitetura do 

sistema biológico, a membrana celular é o elemento 

estrutural básico para manutenção dos fluidos 

intracelulares (JEYENDRAN et al., 1984). A 

membrana plasmática circunda todas as células 

(eucariontes ou procariontes) e define assim, sua 

delimitação, separando o conteúdo do meio que a 

circunda. A membrana plasmática também atua 

como barreira seletiva, determinando a composição 

do citoplasma celular (COOPER, 1996), e tem papel 

fundamental em grande parte dos fenômenos 

celulares (SINGER & NICOLSON, 1972). 

 

A membrana plasmática é formada por fosfolipídios 

e esteróis, além de proteínas periféricas e integrais 

incrustadas na bicamada ou associadas a ela. As 

regiões apolares das moléculas dos lipídeos são 

orientadas para o centro da bicamada, e os grupos 

polares para a região extracelular ou em contato 

com o citoplasma (ANDRADE, 2009). 

 

Os fosfolipídios, que possuem, em sua maioria, 

cadeias de ácidos graxos poliinsaturadas, ao serem 

submetidos à redução de temperatura assumem 

uma forma cônica, onde as extremidades 

hidrofóbicas são internas e as hidrofílicas externas, 

formando assim, uma estrutura denominada de 

forma “hexagonal II” ou micela invertida. Quando a 

membrana encontra-se em baixas temperaturas, a 

bicamada lipídica entra na fase cristalina, e quando  

 

a temperatura aumenta, ela transita através de uma 

fase de gel para uma fase cristalina líquida. Dessa 

forma, a formação da micela invertida é transitória 

nos fosfolipídios, entretanto, para alguns fosfolipídios 

esta estrutura persiste, tendo como consequência, o 

aumento da permeabilidade na membrana 

plasmática, além da formação de canais que 

possibiliam a entrada de íons e pequenas moléculas 

que desestabilizam a membrana, causando assim, 

danos irreversíveis como reação acrossômica 

precoce e perda de viabilidade (AMANN & PICKET, 

1987; PARKS & GRAHAM, 1992; WATSON, 1995). 

 

As modificações na membrana plasmática podem 

variar desde alterações na permeabilidade, mudança 

na organização, fluidez, e composição lipídica da 

bicamada à total ruptura de membrana 

(JANUSKAUSKAS et al., 2003). Alterações na 

integridade da membrana plasmática estão 

associadas com a redução da capacidade 

fecundante dos espermatozoides após o processo 

de criopreservação (THOMAS et al., 2006). Com 

isso, o baixo potencial fecundante dos 

espermatozoides descongelados é atribuído, em 

grande parte, às alterações sofridas na estrutura das 

membranas plasmática, acrossomal e mitocondrial 

durante as etapas de refrigeração, congelação e 

descongelação (PARKS & GRAHAM, 1992). 

 

Portanto, a membrana plasmática desempenha um 

papel importante para que os espermatozoides 

mantenham a capacidade fecundante, modificando-

se ao longo do processo de espermatogênese, de 

trânsito até o armazenamento no epidídimo, na 

ejaculação, e no depósito no trato genital feminino e, 

finalmente, na capacitação e penetração no oócito 

(HOLT, 1995; WATSON, 1995; LENZI et al., 1996). 

Por isso a membrana plasmática deve apresentar-se 

íntegra, tanto física como funcionalmente, para que 

assim, a célula espermática tenha viabilidade e 

capacidade fecundante (PARKS & GRAHAN, 1992; 

KUMI-DIAKA, 1993). Desta forma, maiores estudos 

são necessários sobre conhecimentos biofísicos 

desta estrutura celular, visando propor soluções para 

aumentar a sobrevivência dos espermatozoides após 

a criopreservação (HOLT, 2000). 

 

Função do colesterol na membrana espermática 

O colesterol tem grande importância na célula 
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espermática, desde a proteção da integridade das 

membranas até o processo de capacitação 

espermática (CROSS, 1998). A produção do 

colesterol começa cedo na formação da célula 

espermática, onde primariamente, ocorre a 

expressão de genes colesterogênicos nas células 

germinativas dos machos (TERUYA et al., 1991; 

STROMSTEDT et al., 1998). Estudos sugerem que 

sua síntese se inicia em espermatócitos na fase de 

paquíteno e espermátides redondas (POTTER et al., 

1981). 

 

As mudanças que ocorrem durante o processo de 

capacitação são extremamente dependentes do 

rearranjo do colesterol na membrana plasmática 

(CROSS, 1998). Uma das hipóteses aceitáveis é 

que o colesterol excretado pelas células do 

epidídimo contribui para a maturação dos 

espermatozoides em trânsito (SAEZ et al., 2011). 

Durante o transporte pelo epidídimo, o conteúdo de 

colesterol na membrana plasmática diminui 

aproximadamente 50%, em ovinos (PARKS & 

HAMMERSTEDT, 1985), hamsters (AWANO et al., 

1993) e murinos (REJRAJI et al., 2006), porém, em 

algumas espécies o teor de colesterol aumenta 

durante a maturação dos espermatozoides, como 

nos caprinos (RANA et al., 1991), ou permanece 

inalterado, como nos suínos (NIKOLOPOULOU et 

al., 1985). 

 

O colesterol é um potente decapacitante que serve 

para estabilizar a membrana plasmática do 

espermatozoide durante o trânsito do epidídimo e 

evitar as interações intermoleculares responsáveis 

para alcançar um estado capacitado (DAVIS, 1980). 

A perda de colesterol aumenta a fluidez da 

membrana plasmática, como é visto em 

espermatozoides humanos (HAIDL & OPPER, 

1997), o que é necessário para os passos finais da 

maturação do espermatozoide no trato reprodutivo 

feminino. Contudo, essa remoção do colestesterol 

está restrita à fração da membrana. 

 

Apesar da importância da remoção do colesterol da 

membrana plasmática para o processo de 

capacitação ter sido extensamente estudada, pode 

ser que a fase de separação dos fosfolipídeos de 

membrana e colesterol (migração lateral destas 

moléculas dentro da bicamada lipídica para formar os

 

domínios), e não a remoção completamente do 

colesterol da membrana, seja mais importante para a 

capacitação. Há relatos que a fluidez dos lipídeos da 

cabeça dos espermatozoides e da cauda da 

membrana plasmática altere-se como resultado da 

capacitação, sendo a movimentação do colesterol 

responsável em parte por tais mudanças 

(YANAGIMACHI, 1994; FLESCH & GADELLA, 

2000). 

 
Espermatozoides de espécies como humanos, 

leporinos e primatas tem menor sensibilidade ao 

choque térmico durante o processo de congelação, 

acredita-se que essa maior resistência suceda de 

uma maior quantidade na proporção 

colesterol/fosfolipídios e uma maior quantidade de 

ácidos graxos saturados em suas membranas, 

quando comparados com espécies mais suscetíveis 

como bovinos, ovinos e suínos (LADBROOK & 

CHAPMAN, 1969; WATSON, 1981; HOLT & 

NORTH, 1991). 

 

Espécies reativas de oxigênio 

O espermatozoide, como qualquer outra célula em 

condições aeróbias, produzem EROs, sendo a 

membrana mitocondrial o local de maior formação 

intracelular, mas a maior parte delas são originadas 

do metabolismo normal da célula (GUTIÉRREZ-

PÉREZ et al., 2009). 

 
As EROs são moléculas e radicais livres 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999) altamente 

reativas, que possuem um elétron desemparelhado 

(STRYER, 1996) e, que ao serem produzidas de 

forma excessiva (desequilíbrio entre a produção e 

eliminação) (ALVAREZ et al., 1987), ocorre a 

indução a danos nos fosfolipídios da membrana 

plasmática e no DNA dos espermatozoides, sendo 

correlacionados com a infertilidade (OLLERO et al., 

2001). 

 
Estas EROs resultantes do metabolismo celular 

desencadeiam o processo de peroxidação lipídica, 

que em cavalos, touros, carneiros e homens, as altas 

concentrações de EROs levam à redução do 

metabolismo energético, da motilidade e da 

viabilidade, e a ruptura da membrana plasmáica dos 

espermatozoides (ARMSTRONG et al., 1999; 

BAUMBER et al., 2002; BILODEAU et al., 2002; 
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SOUZA et al., 2016a), além de causar danos ao 

acrossoma e ao potencial de atividade da membrana 

mitocondrial (BAUMBER et al., 2003), sendo 

exemplo de danos oxidativos às membranas 

celulares, lipoproteínas e outras estruturas que 

contém componentes lipídicos, além de acompanhar 

diversos processos degenerativos (GIROTTI, 1998).  

 

Todavia, nos protocolos de criopreservação do 

sêmen ovino, ocorre uma elevação dos níveis de 

EROs em virtude da diluição do sêmen, ocasionado 

pela redução da qualidade e quantidade de 

antioxidantes contido no sêmen durante a 

congelação (BILODEAU et al., 2001). Esse aumento 

na produção de EROs provavelmente ocorre devido 

a danos nas mitocôndrias, fonte principal de 

produção de EROs (PEÑA et al., 2009). Assim, as 

EROs geradas pelas mitocôndrias provocam a 

liberação de proteínas pré-apoptóticas, como a 

citocromo c, que são indispensáveis na cadeia 

respiratória mitocondrial, atuando como 

transportador de elétrons, mas quando níveis de 

EROs aumentam, a citocromo c atua como ativador 

da morte celular (MISHRA & SHANA, 2005). 

 

Além da diluição do sêmen, durante o protocolo de 

criopreservação ocorre estresse associado às 

diferenças de temperatura as quais as células 

espermáticas são submetidas, além de sofrer com 

os efeitos adversos dos componentes do meio 

diluente e com os efeitos muitas vezes tóxicos dos 

crioprotetores utilizados durante o processamento do 

sêmen, assim como os efeitos da descongelação 

(VISHWANATH & SHANNON, 2000). Além disso, os 

espermatozoides danificados pelo processo de 

congelação-descongelação geram uma maior 

quantidade de EROs do que os espermatozoides 

morfologicamente normais (BALL & VO, 2001). 

 

Os espermatozoides são suscetíveis às crioinjúrias o 

que pode ser atribuído, em parte, à alta quantidade 

de ácidos graxos poliinsaturados presentes na 

membrana plasmática (WHITE, 1993) o que o torna 

mais propenso à peroxidação lipídica na presença 

das EROs. As EROs podem causar danos severos 

aos espermatozoides, quando os seus mecanismos 

de defesa encontram-se reduzidos, no entanto, o 

impacto do estresse oxidativo durante o processo de 

criopreservação pode ser minimizado por meio da 

adição de agentes antioxidantes nos meios 

diluentes, garantindo maior proteção e qualidade dos 

espermatozoides pós-descongelação (SOUZA et al., 

2016a). Além do que, as EROs são necessárias em 

processos como hiperativação da motilidade, 

capacitação, reação acrossômica, permitindo que o 

espermatozoide penetre na zona pelúcida para 

realizar a fecundação (DE LAMIRANDE et al., 1998; 

O’FLAHERTY et al., 1999).  

 

Antioxidantes 

Após o processo de criopreservação dos 

espermatozoides, ocorre a redução da motilidade, 

integridade acrossomal, viabilidade espermática e 

potencial fecundante em função da peroxidação 

lipídica desencadeada pelas EROs, tendo em vista 

que o espermatozoide dos mamíferos possui altos 

níveis de fosfolipídeos e ácidos graxos saturados e 

poliinsaturados (BALL, 2008).  

 

Os antioxidantes são moléculas ou substâncias que 

retardam a velocidade da oxidação inibindo a 

produção ou os efeitos deletérios dos radicais livres 

(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006), são capazes de 

converter as EROs em água, com a finalidade de 

prevenir a sua superprodução (AGARWAL et al., 

2005). 

 

Os agentes antioxidantes podem atuar por meio de 

dois sistemas: enzimático e não enzimático (SIES & 

STAHL, 1995). Os espermatozoides das espécies 

animais possuem um sistem intracelular que 

consiste, principalmente, das enzimas SOD, GSH-

Px, GSH-Red e catalase (CAT), bem como os 

antioxidantes não enzimáticos, como o ácido 

ascórbico e o α–tocoferol ou vitamina E (AITKEN et 

al., 1995). 

 

Os antioxidantes agem de diferentes formas na 

proteção do organismo: 1) atuam impedindo a 

formação de EROs; 2) interceptam as EROs 

produzidas pelo metabolismo celular ou fontes 

exógenas, impedindo que ataquem os lipídeos, 

aminoácidos, as duplas ligações dos ácidos graxos 

poliinsaturados e as bases de DNA; 3) reparam 

lesões, processo relacionado à remoção de danos 

ao DNA e reconstituição das membranas celulares 

danificadas (BIANCHI & ANTUNES, 1999).  

 

Atividade antioxidante na célula espermática 
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A defesa antioxidante primária que protege os 

espermatozoides da ação das EROs e da 

peroxidação lipídica é de origem citoplasmática. No 

entanto, as células espermáticas descartam grande 

parte de seu citoplasma durante o processo de 

diferenciação, perdendo junto, grande quantidade de 

antioxidante. Isso faz com que essas células sejam 

mais sensíveis ao estresse oxidativo (AITKEN & 

FISHER, 1994). 

 

As células espermáticas de mamíferos sendo ricas 

em ácidos graxos poliinsaturados em sua membrana 

plasmática e deficientes em antioxidantes 

citoplasmáticos são naturalmente mais susceptíveis 

a peroxidação lipídica. Essas características 

conferem a redução da integridade de suas 

membranas, diminuição funcional, perda de 

integridade genômica e de motilidade (BUCAK et al., 

2007). Em contrapartida, para suprir a escassez de 

antioxidante celular e proteger contra os efeitos das 

EROs, o plasma seminal possui sistemas 

antioxidantes que desenvolvem papel importante na 

manutenção espermática (AITKEN & BAKER, 2002). 

 

Os antioxidantes que estão presentes no plasma 

seminal protegem os espermatozoides dos danos 

oxidativos, no entanto, a diluição seminal, adotada 

durante o processamento do sêmen de ovinos, 

promove a redução desta capacidade protetora dos 

antioxidantes do plasma, devido o desequilíbrio 

entre a geração de EROs e a atividade antioxidante, 

a partir da marcante redução de suas concentrações 

após diluição, quanto pelo o aumento na produção 

de EROs, durante a criopreservação (WATSON, 

2000). Tal desequilíbrio, favorecendo os oxidantes, 

promove efeitos tóxicos e o comprometimento 

funcional da célula espermática, o que conduz, 

frequentemente, à morte celular e redução do 

potencial fecundante dos espermatozoides (PURDY, 

2006). 

Além disso, durante o processamento do sêmen 

também pode haver a contaminação nos meios de 

dilução seminal com íons de metais de transição, 

como o Cu
+ 

ou Fe
++

, que desencadeiam as reações 

químicas que geram EROs (HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 1999).  

 

Uso de antioxidantes no diluente 

Ao longo dos últimos anos, vários pesquisadores 

buscam a melhoria da qualidade do sêmen após a 

criopreserção seja por meio da prevenção ou 

redução do processo peroxidativo, através da adição 

de antioxidantes nos diluentes seminais em diversas 

espécies, como é o caso da ovina (KHERADMAND 

et al., 2006; SOUZA et al., 2016a; SOUZA et al., 

2017). Com destaque entre os antioxidantes já 

estudados com este fim a hipotaurina (LOPES et al., 

1998), o resveratrol (SARLÓS et al., 2002), a 

superóxido dismutase (SOD), glutatione peroxidase 

(GSH-Px) e glutationa reduase (GSH-Red) (MARTÍ 

et al., 2008), a melatonina (SOUZA et al., 2016a), e a 

associação entre ácido ascórbico, trolox e a 

melatonina (SOUZA et al., 2017). 

 

Neste contexto, foi observado que a ocorrência da 

peroxidação lipídica em espermatozoides leva a um 

acúmulo progressivo de hidroperóxidos lipídicos na 

membrana espermática, onde posteriormente se 

decompõem para formar o malondialdéido (MDA) 

(JANERO, 1990), e que os antioxidantes exógenos 

favorecem a redução das concentrações de MDA no 

sêmen em decorrência da diminuição da 

peroxidação lipídica e, em virtude disto, a célula 

espermática sofre menos danos, obtendo assim, 

uma melhor conservação dos espermatozoides 

(SARLÓS et al., 2002). Contudo, apesar dos 

antioxidantes minimizarem os níveis de peroxidação 

dos fosfolipídeos endógenos na membrana dos 

espermatozoides, a terapia com os antioxidantes 

pode resultar em efeitos indesejáveis se a dose de 

segurança for ultrapassada, devendo o seu uso ser 

administrado com moderação, até mesmo pelo fato 

que podem inibir a produção das EROs que exercem 

as funções fisiológicas (CARVALHO et al., 2002). 

 

Assim, a inclusão de antioxidantes no diluente 

seminal para criopreservação, em pequenas 

concentrações, pode melhorar a qualidade dos 

parâmetros espermáticos após as etapas de 

congelação-descongelação (SOUZA & MORAES, 

2016). 

 

Ação crioprotetora dos aminoácidos 

Os aminoácidos não são apenas blocos naturais de 

construção das proteínas e peptídeos, são também 

moléculas carregadas, que interagem 

eletrostaticamente com os grupos fosfato dos 

fosfolipídios da membrana plasmática do 

espermatozoide, formando assim uma camada sobre 

a superfície da célula, protegendo-a contra choques  
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térmicos (EL-SHESHTAWY et al., 2008). 

 

A descoberta do papel biológico dos aminoácidos na 

prevenção de danos à célula durante o estresse 

témico surgiu a partir de observações em plantas 

que são capazes de acumular o aminoácido prolina 

em resposta à temperatura fria (CHU et al., 1974) e, 

também tem sido relatado que alguns aminoácidos 

protegem diversos tipos de células animais contra o 

estresse oxidativo durante a redução de 

temperatura, incluindo a célula espermática (KRUUV 

& GLOFCHESKI, 1992; ALI AL AHMAD et al., 2008), 

contribuindo para que os espermatozoides 

mantenham a integridade da membrana acrossomal, 

durante o processo de criopreservação 

(FAGUNDES, 2008). 

 

Alguns aminoácidos, como a glutamina e a glicina, 

são formados em quantidade substancial de glicose 

dentro dos túbulos seminíferos (BUSTAMANTE & 

SETCHELL, 2000). O fluido da rete testis tem 17 

vezes mais aminoácidos do que o fluido dos túbulos 

seminíferos, sendo que o glutamato contribui com 

90% dos aminoácidos totais no fluido epididimal 

(HINTON, 1990). 

 

Vários aminoácidos (glutamina, glicina, prolina e 

histidina) foram detectados no plasma seminal e 

utilizado com sucesso como agentes crioprotetores 

não pernetrantes na criopreservação de 

espermatozoides de muitas espécies de mamíferos, 

incluindo a de caprino, ovino e equino (KUNDU et 

al., 2001; KHLIFAOUI et al., 2005; ALI AL AHMAD et 

al., 2008), e como exemplo dos aminoácidos 

estudados têm a prolina (PEÑA et al., 1998), betaína 

(LINDEBERG et al., 1999), cisteína (EL-

SHESHTAWY et al., 2008), glutamina (MERCADO 

et al., 2009), metionina (ÇOYAN et al., 2010), 

alanina e glicina (FAGUNDES et al., 2010). 

 

A capacidade dos aminoácidos em melhorar a 

criosobrevivência dos espermatozoides tem sido 

relacionada com suas propriedades metabólicas, 

crioprotetoras, oxidantes ou osmorregulativas 

(MARTINS-BESSA et al., 2007). Uma vez que os 

aminoácidos não podem penetrar a membrana do 

espermatozoide, então, mecanismos osmóticos 

podem explicar, em parte, a sua ação (TRIMECHE 

et al., 1999).  

 

Com destaque entre os aminoácidos já estudados a 

glutamina, que demonstrou melhorar a motilidade 

dos espermatozoides de humanos e equinos 

(RENARD et al., 1996; KHLIFAOUI et al., 2005). A 

prolina, melhorando a viabilidade e a motilidade 

espermática, além de preservar a integridade 

estrutural e funcional da membrana plasmática 

durante a congelação-descongelação, inibindo assim 

a formação de gelo intracelular (HEBER et al., 1971; 

CROWE & CROWE, 1986; SCANCHEZ-PARTIDATA 

et al., 1998), além de proteger a célula espermática 

do dano induzido pelas EROs, uma vez que a 

prolina, atua como antioxidante, tendo a capacidade 

de reduzir a peroxidação lipídica (SMIRNOFF & 

CUMBES, 1989).  

 

Os antioxidantes juntamente com a ação da 

molécula do colesterol somados as propriedades 

antioxidantes dos aminoácidos podem ajudar a 

proteger os espermatozoides de ovinos contra o 

choque térmico durante o processo de 

criopreservação (Tabela 1), no entanto, apesar de ter 

sido verificado o efeito crioprotetor sobre 

espermatozoides em diversas espécies, os 

mecanismos de crioproteção espermática conferidos 

pelos aminoácidos, assim como a função de 

aminoácidos livres na fisiologia do espermatozoide, 

ainda não foram totalmente esclarecidos 

(FAGUNDES et al., 2010).  

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Nesse âmbito, mesmo diante das vantagens da 

criopreservação e das décadas de pesquisa, a 

continuidade dos estudos voltados à criopreservação 

espermática é de grande relevância para o 

entendimento das características básicas dessas 

células. As modificações ocorridas no 

espermatozoide e em suas membranas durante a 

redução da temperatura elucidam possíveis lesões e 

diminuição da capacidade fecundante deste gameta 

e possibilita a elaboração de estratégias para reduzir 

tais injúrias, como a inclusão de moléculas que 

elevem as taxas de fecundidade do sêmen, sem a 

necessidade de modificação dos protocolos 

convencionais de criopreservação, sendo um atrativo 

a mais para a difusão desta tecnologia nas centrais 

de inseminação. 

 

Dessa forma, esses danos na membrana plasmática 

podem ser minimizados pela combinação da adição 
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de antioxidantes e aminoácidos ao diluente de 

congelação com a incorporação do colesterol 

carreado com a ciclodextrina na membrana 

espermática, apresentando-se como método 

promissor para elevar a resistência dos 

espermatozoides às variações de temperatura, 

aumentando a viabilidade, as taxas de 

sobrevivência, a longevidade e a qualidade dos 

parâmetros espermáticos do sêmen após o processo 

de criopreservação. 

 

Evidências com a utilização do colesterol sobre a 

modificação da fluidez de membrana e a 

possibilidade de melhoria nas taxas de capacitação 

de espermatozoides descongelados são indícios de 

que a técnica pode ser aperfeiçoada para alcançar 

maior efetividade. Pesquisas devem ser realizadas 

no intuído de verificar a ação da molécula do 

colesterol juntamente com antioxidantes e 

aminoácidos, determinando as concentrações a 

serem adicionadas ao diluente a fim de beneficiar 

ainda mais os resultados observados tanto in vitro 

quanto in vivo, visando à obtenção da combinação 

ideal para proteção da membrana espermática 

contra os efeitos deletérios ocasionados pela 

criopreservação, sem, entretanto, prejudicar os 

processos de capacitação espermática e reação 

acrossomal necessários para a fecundação. 

 

TABELA 1. Efeitos benéficos sobre os 

espermatozoides descongelados de ovinos após 

adição de diferentes antioxidantes e crioprotetores 

ao diluente de congelação 
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