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Resumo 
 

Os efeitos deletérios causados às células espermáticas pela criopreservação ocorrem por esse 
procedimento alterar a arquitetura estrutural da membrana plasmática, prejudicando a sobrevivência espermática 
pós-descongelamento. Em razão disso, novas estratégias têm sido pesquisadas a fim de minimizar os danos 
celulares inerentes ao choque térmico ocasionado no processamento do sêmen, entre as quais a incorporação do 
colesterol à membrana plasmática por ciclodextrina. Trata-se de uma técnica alternativa e que vem apresentando, 
in vitro, resultados promissores para ejaculados com baixa viabilidade pós-descongelamento devido a 
modificações na fluidez e na permeabilidade da membrana plasmática, incrementando a tolerância aos choques 
térmico e osmótico. Porém, as taxas de prenhez obtidas a campo ainda se apresentam insatisfatórias, 
possivelmente em razão de alguma interferência da alta proporção de colesterol sobre o processo fisiológico de 
capacitação espermática e de reação acrossomal, fundamentais para a ocorrência de fertilização. Na presente 
revisão, serão abordados aspectos relacionados ao uso de ciclodextrinas como carreadoras de colesterol 
previamente ao congelamento de sêmen. 
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Abstract 
 

The deleterious effects of seminal cryopreservation on sperm cells alter the structural architecture of 
the plasma membranedecreasing the survival of the sperm after thawing. As a result, new strategies have been 
researched in order to minimize the cell damage related to the thermal shock of semen processing, such as 
cholesterol-loaded cyclodextrins. This is an alternative technique that has shown,in vitro, promising results for 
ejaculated with low viability after thawing due to the modifications on the fluidity and permeability of the 
plasma membrane, increasing the tolerance to thermal and osmotic shock. However, the pregnancy rates at the 
field remain unsatisfactory, possibly due to some interference of high proportion of cholesterol on the 
physiological process of sperm capacitation and acrosome reaction, essential for the occurrence of fertilization. 
This review will discuss some aspects related to the use of cyclodextrins as cholesterol carriers previously to 
semen cryopreservation process.  
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Introdução 
 

A sensibilidade espermática ao processo de criopreservação é associada à composição dos lipídeos da 
membrana plasmática, principalmente em relação à proporção colesterol:fosfolipídeo, a qual influencia 
diretamente a sua fluidez e estabilidade (Graham e Foote, 1987). Além da baixa relação colesterol:fosfolpídeo, 
estudos demonstram que a criopreservação leva à redução do conteúdo de colesterol da membrana plasmática 
(Cerolini et al., 2001; Moore et al., 2005; Srivastava et al., 2013), ocasionando o fenômeno denominado 
criocapacitação, que reduz a viabilidade espermática pós-descongelamento (Bailey et al., 2000).  

Visando melhorar a condição do espermatozoide no pré-congelamento, diversos estudos têm sido 
conduzidos com o intuito de incrementar o conteúdo de colesterol nas membranas espermáticas. A incubação de 
espermatozoides com colesterol carreado por ciclodextrinas antes da criopreservação proporciona aumento na 
motilidade total e progressiva (Madison et al., 2013; Hartwig et al., 2014), na viabilidade espermática 
(Pamornsakda et al., 2011; Murphy et al., 2014), na redução de lesões nas membranas plasmática (Moore et al., 
2005) e acrossomal (Oliveira et al., 2010) e da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS; Murphy et al., 
2014). Tais benefícios são relacionados a modificações na fluidez e permeabilidade da membrana plasmática à 
água (Müller et al., 2008) e aos crioprotetores (Li et al., 2006; Glazar et al., 2009), o que promove aumento na 
tolerância ao choque osmótico (Aksoy et al., 2010). 

Nesta revisão, serão abordados aspectos referentes à criopreservação seminal e à utilização das 
ciclodextrinas correadoras de colesterol nesse procedimento. 
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Congelamento de sêmen 
 
O congelamento de sêmen foi desenvolvido de forma empírica há cerca de 65 anos e continua baseado 

essencialmente no mesmo modelo proposto desde o seu advento. Historicamente, os danos causados pela 
criopreservação são explicados de acordo com duas hipóteses (Mazur, 1970): células resfriadas abruptamente 
são mortas em razão da formação de gelo intracelular, enquanto as células resfriadas lentamente são mortas em 
razão da exposição prolongada a soluções concentradas, o que resulta em desidratação celular (Mazur, 1970). 
Devido a isso, a criopreservação é um procedimento reconhecidamente deletério para as células espermáticas por 
reduzir sua sobrevivência e, por consequência, seu potencial fertilizante (Yeste et al., 2014b). Essa redução na 
fertilidade ocorre pelo impacto do processo de congelamento/descongelamento sobre a integridade da membrana 
plasmática e por outros parâmetros funcionais (Watson, 2000). Além disso, ocorrem variações entre indivíduos e 
ejaculados em relação à tolerância espermática ao congelamento, tanto na espécie equina (Tischner, 1979) como 
em outras espécies (Casas et al., 2009; Yeste et al., 2013, 2104a). 

Antes de se dar início ao processo de congelamento, faz-se necessário o resfriamento do sêmen. À 
medida que a temperatura diminui (até 5oC), a membrana espermática passa por uma fase transitória do estado 
líquido para o gel (Amann e Pickett, 1987). Cada tipo de lipídeo passa pela fase de transição numa determinada 
temperatura: com isso, a membrana, que é composta por vários tipos de lipídeos diferentes, passa pela fase de 
transição ao longo de uma variação relativamente ampla de temperatura. No estado gel, as cadeias de 
fosfolipídeo alongam-se, o que resulta em membrana mais ordenada onde os movimentos lipídico e proteico 
ficam restritos (Amann e Pickett, 1987). Além disso, as proteínas integrais são excluídas dos domínios 
cristalinos no interior da membrana, de modo que muitas interações entre proteínas e lipídeos são perdidas, e 
aglomerados proteicos se formam nos domínios lipídicos líquidos remanescentes. Como resultado dessas 
alterações, a membrana torna-se instável, e sua funcionalidade é perdida (Amann e Pickett, 1987), culminando 
com extravasamento de conteúdo intracelular (Drobnis et al., 1993) e consequente redução do metabolismo 
celular. Os danos causados nessa fase são irreversíveis e culminam com o denominado choque térmico (Amann e 
Graham, 1993). As principais alterações provenientes dessa condição são o aumento do movimento circular, 
rápida queda da motilidade e danos nas membranas plasmática e acrossomal (Graham, 1996). 

Tanto a relação colesterol:fosfolipídeo quanto o conteúdo de ácidos graxos insaturados que compõem a 
cadeia fosfolipídica são determinantes da fluidez da membrana (Amann e Pickett, 1987). Aquelas espécies cujos 
espermatozoides possuem membrana plasmática com maiores concentrações de ácidos graxos insaturados e alta 
relação colesterol:fosfolipídeo são conhecidas como resistentes ao choque térmico, que é o caso de 
espermatozoides de humanos, coelhos e galos (Watson, 1981). Isso ocorre porque o colesterol estabiliza a 
membrana, em virtude da sua interação com as cadeias de ácidos graxos (Watson, 1981), e mantém um arranjo 
lamelar aleatório de fosfolipídeos em temperaturas reduzidas (Amann e Pickett, 1987), ajudando a minimizar ou 
eliminar a fase de transição (Graham e Foote, 1987).  

Diante disso, foi sugerido que a inclusão de colesterol ao meio diluidor aumentaria a viabilidade e a 
longevidade de espermatozoides (White, 1993). Estudos relativos à utilização de lipossomas visando solubilizar 
o colesterol para incorporá-lo à membrana apresentaram resultados variados (Parks et al., 1981; Ollero et al., 
1996; Wilhelm et al., 1996). As ciclodextrinas têm sido, então, utilizadas para inserção ou remoção de colesterol 
de membranas biológicas ou sintéticas (Mocé et al., 2010). 
 

Ciclodextrinas como carreadoras de colesterol 
 

As ciclodextrinas são oligossacarídeos cíclicos obtidos pela degradação enzimática do amido e possuem 
caráter anfipático por apresentarem face externa hidrofílica e uma cavidade interna hidrofóbica (Dobziuk, 2006) 
que pode encapsular compostos insolúveis, tais como o colesterol. Essas moléculas possuem elevada afinidade 
para os esteróis e, em condições in vitro, são eficientes na remoção de colesterol das membranas de muitos tipos 
celulares (Christian et al., 1997), incluindo espermatozoides (Visconti et al., 1999; Companyó et al., 2007). Além 
disso, se forem pré-carregadas com o colesterol, podem inseri-lo em membranas celulares (Navratil et al., 2003).  

As formas mais comuns de ciclodextrina possuem de seis a oito unidades glicosídicas, designadas alfa, 
beta ou gama ciclodextrinas (Saenger, 1980). Destas, a β-ciclodextrina é a que apresenta maior afinidade por 
compostos lipídicos, especialmente o colesterol (Yancey et al., 1996; Christian et al., 1997). No entanto, a adição 
de grupamentos metil à molécula da ciclodextrina aumenta tanto sua solubilidade em água quanto sua 
capacidade de solubilizar compostos hidrofóbicos (Yancey et al., 1996). A incorporação de colesterol à metil-β-
ciclodextrina apresenta melhores resultados quanto à motilidade espermática quando comparada a outros tipos de 
ciclodextrinas (Graham, 1998; Combes et al., 2000), embora a 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina tenha sido efetiva 
em espermatozoides de ovinos (Mocé et al., 2010). 

As concentrações utilizadas na incubação de espermatozoides com ciclodextrinas variam entre 1 e 2 mg 
/ 1,2 x 108 espermatozoides, para a maioria das espécies (Purdy e Graham, 2004; Moore et al., 2005; Mocé e 
Graham, 2006; Purdy et al., 2010), e a incubação à temperatura ambiente por 15 minutos é suficiente para a 
inclusão do colesterol à membrana espermática, embora em alguns estudos a incubação tenha sido realizada por 
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mais de três horas e/ou em temperaturas mais elevadas (Purdy e Graham, 2004; Mocé e Graham, 2006; De Graaf 
et al., 2007). No entanto, é importante que a incubação seja feita em meio livre de gema de ovo ou de leite 
desnatado, uma vez que esses componentes interferem na transferência do colesterol para a membrana 
espermática (Combes et al., 2000; Purdy e Graham, 2004). 

O tratamento de espermatozoides com ciclodextrina carreada com colesterol tem se mostrado eficiente 
na incorporação do colesterol na membrana plasmática, por aumentar seu conteúdo em duas a três vezes em 
espermatozoides de bovinos, garanhões e ovinos (Purdy e Graham, 2004; Moore et al., 2005; Mocé et al., 2010). 
Além disso, a incubação de sêmen ovino e suíno com esse aditivo exerceu efeito benéfico contra choque por frio 
(Morrier et al., 2004; Galantino-Homer et al., 2006) e reduziu a fosforilação da tirosina, bem como a reação 
acrossomal, além de melhorar a viabilidade celular (Bailey et al., 2008). 

De maneira geral, o tratamento com ciclodextrina carreada com colesterol antes da criopreservação 
melhora as taxas de sobrevivência espermática avaliadas por motilidade e viabilidade (Purdy e Graham, 2004; 
Moore et al., 2005; Mocé e Graham, 2006; Mocé et al., 2010). Embora o incremento observado nessas 
características seja variável entre os estudos, a maioria dos autores relata aumentos de 10 a 20%.  
 

Considerações finais 
 

A utilização de aditivos no congelamento de sêmen de diversas espécies tem sido alvo de pesquisa em 
diversos centros de estudo de reprodução animal. Embora as pesquisas acerca da ciclodextrina apresentem 
resultados ainda pouco satisfatórios, as evidências 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. A combinação desse tipo de aditivo com outros e até mesmo 
diferentes crioprotetores deve ser verificada, a fim de beneficiar ainda mais os resultados observados tanto in 
vitro quanto in vivo, visando à obtenção de concentração de colesterol suficiente 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 fertilização. 
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