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Resumo 
 

A L-arginina (L-arg) é o principal precursor da síntese do NO, contudo, é precursora também da 
síntese de creatina, agmatina, ureia, síntese proteica, L-ornitina, poliaminas, L-prolina e L-glutamato. 
Nesta breve revisão, vamos falar de alguns resultados que estão sendo obtidos sobre o papel da L-arg na 
capacitação de espermatozoides bovinos e seu impacto na produção in vitro de embriões. Estudos in vitro 
mostraram que a adição de L-arg ao meio de capacitação espermática está associada a um aumento na 
produção de NO, que se correlaciona com aumento da motilidade e vigor, integridade da membrana 
plasmática e acrossomal, atividade mitocondrial, capacitação espermática, peroxidação lipídica, bem 
como com a produção de blastocistos. Além disso, a adição da L-arg ao meio de capacitação in vitro, 
altera o perfil de proteínas importantes ligadas ao processo de capacitação, fertilização e desenvolvimento 
embrionário inicial. Estes efeitos da L-arg são GMPc dependentes e independentes. Na maturação in 
vitro, entretanto, embora já tenham sido encontrados bons resultados com o uso do L-arg, mais estudos 
são necessários para determinar a concentração ideal a ser adicionada ao meio de maturação in vitro e 
seu impacto na produção de blastocistos. Visto que a pré-capacitação de espermatozoides induzida pela 
heparina em presença de L-arg foi o método mais eficiente na produção in vitro de embriões, 
sugerimos sua utilização. Mais pesquisas sobre o metabolismo da L-arg no espermatozoide e CCOs de 
bovinos durante eventos ligados à fertilização são necessários para se identificar novas vias que atuem 
nestas etapas in vitro visando o aumento da percentagem e qualidade de embriões bovinos produzidos in 
vitro.  
 
Palavras-chave։ pré-capacitação espermática, óxido nítrico, produção in vitro de blastocistos, GMPc. 
 

Abstract 
 

L-arginine (L-arg) is the main source of NO synthesis; however, it is also a precursor of the 
synthesis of creatine, agmatine, urea, protein synthesis, L-ornithine, polyamines, L-proline, and L-
glutamate. In this brief review, we will discuss some results obtained previously about the role of L-arg in 
the capacitation of bovine sperm and its impact on in vitro embryo production. In vitro studies have 
shown that the addition of L-arg to the sperm capacitation medium is associated with an increase in NO 
production, which in controlled levels is related to an increased motility and vigor, plasma and 
acrosomal membrane integrity, mitochondrial activity, sperm capacitation, peroxidation lipids, as well as 
with the blastocyst production. Furthermore, the addition of L-arg to the in vitro capacitation medium 
alters the profile of important proteins linked to the capacitation process, fertilization, and early 
embryonic development. These effects of L-arg are cGMP dependent and independent. In in vitro 
maturation, however, although good results have already been found with the use of L-arg, further 
studies are needed to determine the ideal concentration to be added to the in vitro maturation medium 
and its impact on the production of blastocysts. Since heparin-induced pre-capacitation of spermatozoa 
in the presence of L-arg was the most efficient method for in vitro embryo production, we suggest its use. 
More research on L-arg metabolism in bovine sperm and OCCs during events related to fertilization is 
needed to identify new pathways that act in these in vitro steps aiming to increase the percentage and 
quality of bovine embryos produced in vitro. 
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Introdução 
 

A L-arg é um aminoácido semi-essencial, precursor de importantes metabólitos, como o óxido 
nítrico e as poliaminas (URICH et al., 2019). A disponibilidade de L-arg para a síntese de NO no meio 
usado para cultivar células é um dos pontos principais no controle da síntese de NO in vitro (Ignarro, 
2000; Leal et al., 2009). 

Diversos estudos vêm demonstrando que a arginina desempenha um papel crucial na reprodução 
(Wu et al., 2013) e desenvolvimento fetal (Wu et al., 2013; Rodriges-Krause et al., 2018; Che et al., 2019) 
em suínos (Mateo et al., 2007; Gao et al., 2012; Li et al., 2014), ratos (Zeng et al., 2008) e em equinos 
(Aurich et al., 2019). Em ruminantes, poucas informações sobre os efeitos da suplementação de L-arg na 
função reprodutiva estão disponíveis (Chavez et al., 2015).  

Estudos in vitro demostraram que a adição de L-arg ao meio de fertilização está associada a um 
aumento na produção de NO, que se correlaciona com uma melhoria nos parâmetros de capacitação 
espermática e melhora do potencial fértil de várias espécies, incluindo camundongos (Herrero et al., 
1996), suínos (Aquila et al., 2011), humanos (Wang et al., 2014) e bovinos (O’Flaherty et al., 2004; 
Rodrigez et al., 2005; Leal et al., 2009; Santana et al., 2016; Aguiar et al., 2019), bem como altera o perfil 
proteômico de espermatozoides bovinos (Maciel Jr et al., 2018). 

A atuação do NO na maturação de oócitos bovinos foi demonstrada pela presença de diferentes 
isoformas da NOS, especialmente endotelial (eNOS) e induzível (iNOS), em oócitos e em células 
somáticas do ovário (Tesfaye et al., 2006; Pires et al., 2009). Em nossos estudos, demonstramos que 
alterações na concentração de NO no meio de maturação in vitro devido à suplementação com doador de 
NO (Viana et al., 2007; Viana, et al., 2011) ou inibidor da atividade da NOS (Matta et al., 2009) afetaram 
a retomada e a progressão da meiose (Dubeibe et al., 2017). Além disso, vimos que oócitos maturados in 
vitro em meio suplementado com L-arg apresentam maior integridade das células do cumulus e melhores 
índices de maturação na presença de hemissecções da parede folicular (Dubeibe et al., 2017). 

Portanto, o objetivo do presente trabalho é revisar os efeitos da suplementação com L-arg na pré-
capacitação espermática, maturação in vitro e, por consequência, seus efeitos na produção in vitro de 
embriões bovinos e estabelecer perspectivas para estudos futuros. 

 
L-Arginina 

 
Metabolismo 
 

A L-arginina (L-arg, ácido 2-amino-5-guanidinovalérico) é o isômero fisiologicamente ativo da 
arginina, comparado com o D-isômero, sendo assim, é utilizada na suplementação tanto in vitro, como in 
vivo (Wu e Morris, 1998). É um aminoácido catiônico, sendo considerado na maioria dos animais, como 
um aminoácido semiessencial, devido ao fato que a síntese de novo da L-arg e turnover proteico não 
sustentam adequadamente o seu suprimento, principalmente em condições de alta demanda como 
crescimento, cicatrização de feridas (Barbul, 1986, Jenkinson et al, 1986), gestação (Weckman et al., 
2019), dentre outras funções. A L-arg está envolvida como substrato funcional na síntese de creatina, 
agmatina, ureia, síntese proteica, L-ornitina, poliaminas (putrescina, espermina e espermidina), L-
glutamato e L-prolina. (Wu e Morris, 1998). Em algumas células, mas não em todas, o L-glutamato, a L-
prolina, L-ornitina e L-citrulina participam da síntese de novo da L-arg (Ignaro, 2000). Muito pouco se 
sabe sobre o metabolismo da L-arg em espermatozoides e complexos cumulus-oócitos de bovinos. 

 
Disponibilidade 
 

Em células que produzem NO, o transporte da L-arg é predominantemente mediado via difusão 
facilitada por meio do sistema CAT [proteínas carreadoras preferencialmente de aminoácidos (CAA)]. 
Consequentemente, outros aminoácidos catiônicos e análogos de CAA competem com a L-arg pelo 
transporte, via estas proteínas, sendo um CAA trocado por outro CAA. Assim, a concentração intracelular 
de L-arg poderá depender não somente da concentração extracelular, mas também da concentração de 
outros CAA (Ignaro, 2000).  

A disponibilidade de L-arg para síntese de NO e demais metabólitos é determinada por 5 fatores։ 
1) suprimento exógeno (ingestão na dieta por animais intactos ou concentração no meio usado no cultivo 
celular), 2) liberação endógena via degradação proteica, 3) síntese de arginina endógena, 4) catabolismo e 
5) transporte da arginina. A complexidade aumenta pelo fato de que a relativa contribuição de cada de um 
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destes fatores para a disponibilidade de L-arg total não é a mesma em todos os tipos de células, e eles 
podem variar consideravelmente durante o desenvolvimento e em resposta a vários estímulos, incluindo 
aqueles que regulam a síntese de NO. In vivo, a síntese de L-arg ocorre no intestino delgado e rins. O que 
é sintetizado no fígado, é rapidamente hidrolisado para ornitina e ureia. Somente 5 a 15% da arginina 
plasmática tem origem da sua síntese em adultos saudáveis, indicando que a maioria da arginina 
plasmática é de origem da degradação de proteínas e da dieta. Em animais em crescimento, a síntese de 
arginina pode contribuir com ~30% da arginina plasmática (Ignaro, 2000).  
 

Ação 
 
Espermatozoide 
 

Conforme revisado anteriormente (de Lamirande e Gagnon, 1994), desde a década de 90, 
estudos já demonstravam uma dupla ação das chamadas espécies reativas de oxigênio (EROs) sobre os 
espermatozoides e dentre elas, o NO. Esses estudos nos permitiram entender que em concentrações 
elevadas, o NO e outras EROs influenciam negativamente funções essenciais espermáticas, 
principalmente em decorrência do estresse oxidativo. Esse estresse oxidativo está relacionado a um 
declínio do potencial fértil espermático, por afetar características importantes como a motilidade 
espermática, integridade e funcionalidade do acrossoma e aumento da fragmentação de DNA. Apesar 
disso, em baixas concentrações de EROs são importantes à fisiologia espermática (Buzadzic et al., 2015). 
Três EROs são comprovadamente importantes ao espermatozoide, pois possuem efeito positivo na 
chamada ativação espermática (hipermotilidade, capacitação e reação acrossômica) (de Lamirande e 
O’Flaherty, 2008). O O2–•, que é um oxidante impermeável às células, reage com uma variedade de 
proteínas; o H2O2 é um oxidante muito mais poderoso, permeável às células e que reage com a maioria 
das moléculas celulares; e o NO que é um mediador de sinalização com diversas atividades biológicas. 
Em espermatozoides, diferentes vias celulares são ativadas por ação do NO e participam de eventos 
fisiológicos e patofisiológicos (Ignaro, 2000), embora não conheçamos todos os mecanismos de sua ação.  

Em nossos estudos, identificamos um aumento na produção de NO pela L-arg, que está 
relacionado a uma melhora na motilidade progressiva e vigor de espermatozoides bovinos in natura após 
4 horas de incubação em meio capacitante contendo L-arg (Leal et al., 2009), além da melhora na 
integridade da membrana plasmática, atividade mitocondrial, capacitação espermática avaliada pelo 
percentual de oócitos homólogos penetrados. Posteriormente, Leal et al. (2012) avaliaram a via L-
arg/NO/GMPc utilizando espermatozoides criopreservados e verificaram que a L-arg também atua na 
diminuição da peroxidação lipídica e aumento da atividade mitocondrial. Estes resultados estão 
representados na fig. 1. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 1: Ação da via L-arg/NO derivado da enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) na capacitação 
espermática in vitro em bovinos (Leal et al 2009, 2012). 
 

A L-arg levou a uma alteração no perfil de proteínas (Maciel Jr. et al., 2018) no de 
espermatozoides tratados com L-arg durante a capacitação.  Houve um aumento da expressão de 
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proteínas importantes à fertilidade, uma vez que já foram descritas por participar da geração de energia 
(NADP e NDK), ligação/penetração dos espermatozoides com os oócitos (ADAMs) e desenvolvimento 
embrionário (GLI3). Ainda nesse estudo, foi demonstrada a expressão exclusiva da AKAP3 no grupo 
tratado. Essas alterações encontradas durante a capacitação espermática podem ter ocorrido em 
decorrência da síntese ou degradação de proteínas (Gsponer et al., 2008), modificações pós-traducionais 
como a fosforilação (Gangwar e Atreja, 2015) e a S-nitrosilação (Lefièvre et al., 2007), ou alterações na 
estrutura secundária ou terciária e translocação extracelular. Finalmente, essas mudanças proteômicas 
podem ter relação com a melhora na qualidade espermática, uma vez que demonstramos que 
espermatozoides tratados com a L-arg tiveram maior motilidade, aumento no potencial mitocondrial e 
melhora na capacitação e integridade da membrana plasmática (Maciel Jr. et al., 2018). 

Na direção de identificar os mecanismos de sinalização celular pelos quais a L-arg leva à 
melhora na motilidade e capacitação dos espermatozoides, foi demonstrada sua participação na via 
GMPc/PKG1 (Maciel Jr. et al., 2018). Além disso, nesse estudo ficou demonstrado que os mecanismos de 
ação da L-arg durante a capacitação espermática de bovinos podem ocorrer ou não pela via NO/GMPc 
(fig. 2).  

Como veremos a seguir, essa melhoria dos espermatozoides que foi demonstrada com o uso da 
L-arg durante a capacitação espermática em bovinos, tem um reflexo positivo na produção de embriões in 
vitro (Aguiar et al., 2019). 
 
 

 
 
Figura 2: Representação esquemática da via de sinalização L‐arg/NO/GMPc em espermatozoides bovinos durante a 
capacitação in vitro. Os compostos usados neste estudo são nomeados ao lado de seus alvos. O PTIO é um scavenger 
de NO, e o Rp-8-Br-cGMPS é um inibidor seletivo do sítio de ligação para GMPc em PKG1 (Maciel Jr. et al., 2019). 
 

Complexo cumulus oócito 
 

Dubeibe et al (2017) avaliaram o efeito da suplementação do meio de cultivo com diferentes 
concentrações de L-arg (2.5, 5.0, and 10.0 mM) na maturação nuclear, concentração de nitrato/nitrito, 
17ϐ-estradiol (E2) e progesterone (P4) no meio de cultivo, e de guanosina monofosfato cíclico (GMPc) e 
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adenosina monofosfato cíclico (AMPc) intracellular nos COCs durante as primeiras horas de maturação 
em presença de hemi-secções da parede folicular. Os resultados mostram que usando este sistema de 
cultivo que visou se aproximar das condições de maturação in vivo, que (1) o mecanismo que dá ao oócito 
a habilidade de reiniciar a meiose até MI após a adição de 5.0-mM de L-arg não envolve mudanças na 
concentração de nitrato/nitrito, P4, e E2 no meio de cultivo e (2) a L-arg atua na via que envolve mudanças 
na concentração de GMPc, mas não envolve mudanças na concentração de AMPc. Mais estudos são 
necessários para assegurar se os efeitos observados da L-arg durante a MIV usando este sistema de 
cultivo é via NO ou não, e qual o papel do aumento da viabilidade das células do cumulus na retomada e 
progressão da meiose até MI. 

Num estudo realizado para avaliar o papel do metabolismo de aminoácidos no desenvolvimento 
da competência de oócitos bovinos, Kowsar et al. (2020) verificaram que a arginina teve o maior poder 
preditivo para se identificar COCs competentes no sistema  de maturação in vitro. Mais estudos são 
necessários para se avaliar o papel da L-arg e seu metabolismo durante a maturação de oócitos bovinos 
utilizando o sistema usual de cultivo com o objetivo de otimizar a produção in vitro de embriões bovinos. 
 

Impacto na produção in vitro de embriões 
 
Capacitação espermática 
 

Embora a L-arg já tenha sido usada na capacitação espermatica (Funahashi, 2002; O’Flaherty et 
al., 2004; Leal et al., 2009), a maioria dos estudos não tinham avaliado seu efeito após a capacitação, 
como na produção in vitro de embriões. Santana et al (2016) verificaram que a adição de concentrações 
mais elevadas de L-arg (10 mM) ao meio FIVE sem heparina, apresentaram o mesmo efeito capacitante 
que a heparina, assim como nas concentrações de NO3

-/NO2
-, sugerindo que ambos os tratamentos 

possam estar atuando na mesma via de sinalização.   
Nossos achados indicaram que a adição de L-arg ao meio capacitante contendo heparina 

aumentou o número de espermatozoides capacitados e diminuiu o número de espermatozoides não 
capacitados e com acrossomo-reagido com 30 min de cultivo em ausência de COCs. Além disso, a pré-
capacitação não causou nenhuma interferência na percentagem de espermatozoides com membrana 
intacta. Visto que o método de pré-capacitação induzida pela heparina com a adição de L-arg ao meio de 
cultivo e em ausência de COCs foi o método mais efetivo para a produção de blastocistos in vitro em 
bovinos, nós enfatizamos que ele pode ser usado para assegurar o papel de outras substâncias na 
capacitação espermática e seus efeitos na produção in vitro de embriões bovinos.  
 
Diferenciação embrionária pré-implantação 
 

Santana et al (2014) verificaram que a suplementação do meio de cultivo (D5-D8) com 1 mM de 
L-arg em presença de heparina, aumentou a cinética de desenvolvimento (maior percentagem de embriões 
eclodidos no D8) e qualidade embrionária (maior expressão do gene POU5F1 em embriões eclodidos). 
Este gene é um marcador de pluripotência em blastocistos de bovinos (Niemann e Wrenzycki, 2000; Yao 
et al., 2009).  Sua abundância foi correlacionada com o aumento da produção de NO na segunda metade 
do cultivo. 

Mais estudos são necessários para entender os mecanismos de ação da L-arg no metabolismo dos 
COCs e espermatozoides, e na diferenciação embrionária pré-implantação.  
 

Considerações finais 
 

Diante do exposto e baseado nos estudos prévios do nosso grupo e de outros, é possível 
estabelecer algumas informações importantes acerca do uso da L-arg na produção in vitro de embriões 
bovinos. Ou seja, pudemos verificar que a pré-capacitação induzida pela heparina + L-arg por 30 min foi 
o sistema que apresentou maior eficiência na produção de blastocistos. Apesar disso, outras substâncias 
com potencial para aumentar a qualidade e percentual de espermatozoides capacitados devem ser testadas 
e adicionadas ao meio de capacitação. 

Observamos que a capacitação espermática, embora seja um evento disparado por diversas vias 
de sinalização, possui uma resposta mais rápida aos tratamentos in vitro e portanto, mais fácil de se 
avaliar, em relação à maturação in vitro dos COCs. Além disso, a pré-capacitação, permite avaliar o uso 
de substâncias diferentes agindo apenas nos espermatozoides, de maneira mais controlada em relação ao 



Caldas-Bussiere et al. A L-arginina na produção in vitro de embriões bovinos: perspectivas para o futuro. 
 

 

Rev Bras Reprod Anim, v.45, n.4, p.600-607, out./dez. 2021                                                                                      605 
 

processo de fertilização, onde ambos gametas poderiam sofrer ação do tratamento. Dessa maneira, 
poderíamos explorar de maneira mais assertiva o tratamento e estabelecer concentrações ideias do que 
está sendo testado, aumentando o potencial fértil dos espermatozoides, uma vez que estes contribuem 
com 50% dos resultados da PIVE. 

Finalmente, estudos devem ser realizados para investigar os próximos passos da produção in 
vitro utilizando o sistema de pré-capacitação com a L-arg, ou seja, verificar taxas gestacionais e de 
nascimento de bezerros como consequência desse tratamento, para que possamos garantir ou não um 
incremento a nível comercial. 
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