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RESUMO 
 

A criopreservação é uma técnica da reprodução humana que permite preservar o material 

genético de indivíduos que desejam flexibilidade no planejamento reprodutivo, seja por 

razões sociais ou em casos médicos específicos de infertilidade. Entretanto, o processo 

de resfriamento da célula leva a alterações estruturais e funcionais nos espermatozoides, 

além dos níveis elevados de espécies reativas de oxigênio – ERO’s. O presente trabalho 

teve por objetivo analisar a correlação entre o dano criogênico e o estresse oxidativo 

durante a criopreservação de espermatozoides, os impactos do dano criogênico nos 

parâmetros seminais e o potencial antioxidante de moléculas no equilíbrio redox, 

preservando os parâmetros seminais pós-descongelamento. Diante disso, foi realizada 

uma revisão da literatura científica para compreender a influência da via oxidativa em 

espermatozoides humanos durante a criopreservação. Além disso, conduziu-se um estudo 

experimental para avaliar o impacto de peptídeos antioxidantes (Antioxidin-I e PaT-2) na 

preservação da motilidade e fragmentação do DNA em espermatozoides humanos pós-

descongelamento. A revisão da literatura demonstrou que o dano criogênico é inevitável 

no processo de criopreservação causado por ERO’s, entretanto, o perfil seminal é um 

preditor importante na criotolerância das células. No estudo experimental, avaliou-se a 

atividade antioxidante dos peptídeos (Antioxidin-I e PaT-2) nos parâmetros de motilidade 

e fragmentação do DNA espermático. Comparando os resultados das análises da 

motilidade entre os grupos fresco e congelado, o impacto negativo do dano criogênico foi 

significativo na redução da qualidade seminal, corroborando com a literatura. Entretanto, 

o benefício da suplementação antioxidante no parâmetro da motilidade foi observado 

apenas nos grupos tratados com o Antioxidin-I, com uma resposta dose-dependente. Na 

avaliação da integridade do DNA, os peptídeos (Antioxidin-I e PaT-2) não demonstraram 

a capacidade de preservar o parâmetro seminal de forma significativa, mesmo com todos 

os grupos e suas respectivas concentrações apresentarem valores médios abaixo do 

controle congelado. Conclui-se diante dos resultados supracitados que a suplementação 

do Antioxidin-I demonstrou efeito promissor na preservação da motilidade com potencial 

aplicação clínica na rotina de centros de reprodução humana e bancos de sêmen, 

beneficiando a integridade deste parâmetro seminal pós-descongelamento.  

Palavras-chave: criopreservação; motilidade espermática; fragmentação do DNA; 

espécies reativas de oxigênio; antioxidantes.  
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ABSTRACT 

Cryopreservation is a technique of human reproduction that allows to preserve the genetic 

material of individuals who want flexibility in reproductive planning, either for social 

reasons or in specific medical cases of infertility. However, the cell cooling process leads 

to structural and functional changes in sperm, in addition to high levels of reactive oxygen 

species - ERO's. The present study aimed to analyze the correlation between cryogenic 

damage and oxidative stress during sperm cryopreservation, the impacts of cryogenic 

damage on seminal parameters and the antioxidant potential of molecules in the redox 

balance, preserving the post-thawing seminal parameters. Therefore, a review of the 

scientific literature was carried out to understand the influence of the oxidative pathway 

on human sperm during cryopreservation. In addition, an experimental study was 

conducted to evaluate the impact of antioxidant peptides (Antioxidin-I and PaT-2) on the 

preservation of motility and fragmentation of DNA in human sperm post-thawing. The 

literature review showed that cryogenic damage is inevitable in the cryopreservation 

process caused by ROS's, however, the seminal profile is an important predictor in the 

cryotolerance of cells. In the experimental study, the antioxidant activity of peptides 

(Antioxidin-I and PaT-2) was evaluated in the parameters of motility and fragmentation 

of sperm DNA. Comparing the results of motility analysis between the fresh and frozen 

groups, the negative impact of cryogenic damage was significant in reducing seminal 

quality, corroborating the literature. However, the benefit of antioxidant supplementation 

in the motility parameter was observed only in groups treated with Antioxidin-I, with a 

dose-dependent response. In the evaluation of DNA integrity, the peptides (Antioxidin-I 

and PaT-2) did not demonstrate the ability to preserve the seminal parameter significantly, 

even with all groups and their respective concentrations having average values below the 

frozen control. It is concluded from the results that the supplementation of Antioxidin-I 

demonstrated a promising effect in the preservation of motility with potential clinical 

application in the routine of human reproduction centers and semen banks, benefiting the 

integrity of this post-thawing seminal parameter. 

Keywords: cryopreservation; sperm motility; DNA fragmentation; reactive oxygen 

species, antioxidants. 
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CORRELAÇÃO ENTRE O EQUILÍBRIO REDOX E O DANO CRIOGÊNICO NA 

CRIOPRESERVAÇÃO DE SÊMEN HUMANO: UMA REVISÃO 

Resumo 

A criopreservação de espermatozoides é uma técnica da reprodução assistida que 

possibilita o planejamento reprodutivo e a utilização futura do material genético em ciclos 

de tratamento de reprodução humana. Entretanto, o dano criogênico, caracterizado pela 

diminuição da motilidade, vitalidade e aumento da fragmentação do DNA, é inevitável, 

independentemente da técnica de congelamento. A via principal do dano criogênico é o 

estresse oxidativo, oriundo do desequilíbrio redox celular causado pela supressão dos 

antioxidantes endógenos presentes no citoplasma do espermatozoide durante o 

resfriamento. Mas as alternativas focadas na via oxidativa, como a suplementação de 

antioxidantes exógenos, podem atuar na homeostase redox e, consequentemente, atenuar 

o dano criogênico. Diante disso, o objetivo desta revisão foi realizar uma análise da 

literatura nas bases PubMed/Medline, Scopus, Embase e ScienceDirect para verificar a 

relação dos danos oxidativos com as alterações seminais e o potencial crioprotetor de 

substâncias antioxidantes na criopreservação. Os resultados pós-descongelamento 

demonstraram que a suplementação antioxidante foi significativamente efetiva na 

atenuação do dano criogênico, independentemente do período de congelamento da 

amostra, preservando a motilidade, vitalidade e taxa de fragmentação do DNA dentro dos 

valores de referência clínica. Conclui-se que a suplementação antioxidante é uma 

alternativa eficaz no equilíbrio redox e, consequentemente, na atenuação do estresse 

oxidativo preservando melhores parâmetros seminais pós-descongelamento. 

Palavras-chave: criopreservação; espermatozoide; espécies reativas de oxigênio; 

antioxidantes; fragmentação do DNA; motilidade espermática; viabilidade. 
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1. Introdução 

A criopreservação de espermatozoides é uma técnica amplamente utilizada em 

centros de reprodução humana assistida para armazenamento do material genético (1). 

Como, por exemplo, em pacientes com oligozoospermia e/ou azoospermia que 

necessitam de procedimentos cirúrgicos, como o percutaneous epididymal sperm 

aspiration – PESA e testicular sperm extraction – TESE, para obtenção alternativa de 

espermatozoides e que desejam preservar o material excedente pós-uso no tratamento de 

fertilização in vitro - FIV (2). Além disto, a criopreservação permitiu um avanço dentro 

do planejamento reprodutivo da comunidade transgênero, preservando a fertilidade dos 

indivíduos previamente ao início da terapia hormonal para a transição de gênero (3). 

Entretanto, o dano criogênico gerado pelas alterações de pressão osmótica, toxicidade de 

crioprotetores, estresse oxidativo e formação de cristais de gelo intracelular levam a 

alterações funcionais e estruturais irreversíveis nas células espermáticas, podendo até 

inviabilizar a utilização do material seminal (4-7).  

Dentre as alterações estruturais, a peroxidação lipídica, a integridade da 

membrana plasmática, a integridade do acrossoma e do DNA espermático são 

negativamente impactadas, bem como a motilidade e vitalidade, além da desregulação da 

produção de espécies reativas de oxigênio – ERO’S, resultando em alterações funcionais 

(8). Essas alterações observadas in vitro instigaram estudos para avaliar o impacto do 

sêmen congelado em tratamentos de FIV, entretanto os estudos demonstraram sucesso 

variável nas taxas clínicas entre uso de sêmen fresco versus congelado (9, 10). Isso pode 

ser devido à ausência de randomização e controle dos gametas, seja dos óvulos ou 

espermatozoides (doadores/cônjuges), e na capacidade de criotolerância de cada 

ejaculado, impactando no viés da variabilidade interindividual como fator de confusão na 

análise dos resultados (9, 11). 

Apesar do dano criogênico ser de causa multifatorial, o estresse oxidativo é o 

principal impulsionador das alterações celulares durante a criopreservação (12), porque 

os espermatozoides são células que dependem do equilíbrio redox. Estudos demonstraram 

que a criopreservação causa o rápido esgotamento dos antioxidantes endógenos presentes 

no sêmen, devido as espécies reativas de oxigênio, subprodutos do metabolismo aeróbico 

das mitocôndrias, estarem em superprodução, acúmulo ou eliminação ineficaz que, 
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combinado com a baixa quantidade de antioxidantes enzimáticos presentes no citoplasma 

reduzido, gera o estresse oxidativo (13). 

No trato urogenital masculino, apesar das espécies reativas de oxigênio terem um 

papel importante na maturação espermática, capacitação e hiperativação flagelar em 

níveis adequados, elas também têm uma relação direta com a infertilidade masculina e 

alterações dos parâmetros seminais quando elevadas (14). Diante disso, acredita-se que 

esses radicais livres levam à fragmentação do DNA espermático, redução da motilidade 

e vitalidade (15). O objetivo desta revisão é avaliar dentro da literatura científica os danos 

oxidativos relatados nas análises seminais e a atividade antioxidante de moléculas 

bioativas na criopreservação de espermatozoides humanos. 

2. Seleção dos estudos 

Uma pesquisa abrangente nas bases de dados científicas do PubMed/Medline, 

Scopus, Embase e ScienceDirect foi realizada para identificar publicações que relataram 

as avaliações dos parâmetros seminais de espermatozoides humanos (motilidade, 

vitalidade, fragmentação do DNA espermático e/ou espécies reativas de oxigênio - ROS) 

e sua relação com o dano criogênico no período de 2020 a 2024. Para aumentar a 

especificidade dos artigos resultantes da pesquisa, foram utilizados os seguintes 

descritores e operadores booleanos: ‘human sperm OR human spermatozoa’ AND 

(reactive oxygen species AND cryopreservation). 

Todos os títulos e resumos resultantes da pesquisa foram analisados, incluindo na 

pré-seleção os artigos científicos de pesquisa original e/ou experimental em inglês que se 

adequavam ao tema proposto sobre o dano criogênico em espermatozoides humanos. 

Foram excluídos os artigos que não se adequavam ao tema proposto, além de artigos de 

revisão, capítulos de livros, enciclopédias e relatos de casos. Após a pré-seleção, os 

estudos elegíveis foram submetidos à equação do Methodi Ordinatio para seleção final 

da literatura científica a ser revisada (16). O Methodi Ordinatio, através de sua equação, 

permite qualificar os artigos individualmente com o fator de impacto (IF), o número de 

citações (Ci) e ano de publicação, possibilitando a seleção de artigos de maior qualidade 

científica a partir de um valor InOrdinatio mínimo (equação 1). Nesta revisão, foram 

classificados para a seleção final os trabalhos que obtiveram um InOrdinatio acima de 

60. 
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𝐼𝑛𝑂𝑟𝑑𝑖𝑛𝑎𝑡𝑖𝑜 = + !"
#$$$

, + (𝛼	(10 − 𝑅𝑒𝑠𝑒𝑎𝑟𝑐ℎ	𝑦𝑒𝑎𝑟 − 𝑃𝑢𝑏𝑙𝑖𝑠ℎ	𝑦𝑒𝑎𝑟))) + (𝐶𝑖).								(1) 

Equação 1 – InOrdinatio. IF: fator de impacto; α: constante que varia de 0 a 10, valor sendo atribuído por 

escolha do pesquisador; Ci: número de citações. 

Foram identificadas na literatura científica 183 publicações resultantes da busca 

para triagem dos títulos e resumos. Destas, foram excluídas 20 publicações duplicadas, 

100 publicações que não se adequaram ao tipo de estudo delimitado 

(original/experimental) e 26 publicações que não se adequaram ao tema proposto. As 37 

publicações restantes foram submetidas a seleção final através do Methodi Ordinatio 

resultando em 17 artigos incluídos no acervo a ser revisado (figura 1).  

 

Figura 1 – Fluxograma PRISMA do processo de seleção dos estudos para a revisão. 

Os 17 artigos validados pela equação 1 do Methodi Ordinatio foram listados em 

ordem decrescente de acordo com o valor InOrdinatio (tabela 1). 
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Tabela 1 – Classificação dos estudos conforme valor do InOrdinatio. 

Classificação Autores, referência InOrdinatio 

1º Santonastaso et al 2021, (17) 85,0026 

2º Ponchia R et al 2022, (18) 79,0060 

3º Aghaz F et al 2021, (19) 77,0027 

4º Shi H et al 2024, (20) 76,0060 

5º Mahdavinezhad F et al 2022, (21) 75,0037 

6º Valipour J et al 2021, (22) 70,0023 

7º Chavoshi N et al 2021, (1) 69,0015 

8º Moradi B et al 2022, (23) 66,0021 

9º Baharsaadi M et al 2024, (24) 63,0023 

10º Salehi E et al 2024, (25) 62,0014 

11º Moradi G et al 2024, (26) 61,0026 

12º Hungerford A et al 2024, (6) 60,0060 

13º Hassoon A et al 2024, (27) 60,0045 

14º Jannatifar R et al 2024, (28) 60,0032 

15º Fu L et al 2024, (5) 60,0022 

16º Mohammadi B et al 2024, (29) 60,0021 

17º Ranganathan P et al 2024, (30) 60,0011 

Fonte: Dados obtidos pela equação do Methodi Ordinatio.  
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3. Dano criogênico nos espermatozoides 

A criopreservação convencional de espermatozoides possibilita maior 

flexibilidade no planejamento reprodutivo, entretanto há evidências que comprovam que 

essa técnica da medicina reprodutiva prejudica a vitalidade, a motilidade, a atividade 

mitocondrial e a fragmentação do DNA espermático (31-34). A literatura explica que o 

dano criogênico é causado por espécies reativas de oxigênio como os íons superóxido, 

radicais hidroxilas e peróxido de hidrogênio produzidos principalmente pelas 

mitocôndrias das células espermáticas durante o processo metabólico da cadeia oxidativa 

(35, 36). Durante o congelamento, mudanças na fluidez da membrana mitocondrial e 

plasmática aumentam, elevando a liberação de ERO’S, que por sua vez levam às 

alterações supracitadas (37).  

Entretanto, o nível do dano criogênico é variável devido à criotolerância do 

ejaculado estar diretamente associada ao perfil seminal, demonstrando melhores taxas de 

vitalidade e motilidade pós-descongelamento em pacientes normozoospérmicos quando 

comparado aos pacientes com alterações seminais como a oligozoospermia (24, 38). Os 

danos seminais possuem impacto muito maior do que apenas alterações no espermograma 

pois, como demonstrado em alguns estudos clínicos, a utilização de sêmen congelado 

proporciona resultados inferiores em algumas taxas clínicas em comparação a utilização 

do sêmen fresco (9). Outras publicações demonstram resultados contrários, afirmando 

que não existe superioridade significativa na utilização de um sobre o outro (10).  

Esse sucesso variável, seja dos resultados dos parâmetros seminais pós-

descongelamento ou dos resultados clínicos de ciclos de fertilização in vitro - FIV (sêmen 

fresco vs sêmen congelado) podem contemplar um viés importante na análise desses 

resultados: a ausência de padronização nos protocolos de congelamento-

descongelamento. Atualmente os estudos clínicos e centros de reprodução humana no 

mundo realizam protocolos próprios, adequando-os às suas necessidades e estruturas para 

viabilizar o procedimento de preservação da fertilidade. Entretanto, aspectos variáveis, 

como o meio de congelamento comercial utilizado, período de abstinência ejaculatória, 

protocolo e tempo de congelamento da amostra para posterior análise e faixa etária/perfil 

seminal da população incluída, são vieses de confusão na comparação de resultados entre 

as análises de diferentes centros. 
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A análise da viabilidade e motilidade espermática são fatores preditores da 

fertilidade masculina e, além disto, são aspectos cruciais analisados pelo embriologista 

no momento de selecionar o espermatozoide para a injeção intracitoplasmática de 

espermatozoide - ICSI com o intuito de aumentar as chances de sucesso no procedimento 

de FIV (39, 40). Nessa perspectiva, foram avaliados estudos que observaram os 

parâmetros de viabilidade e motilidade espermática correlacionados ao impacto do 

congelamento na célula espermática.  

Na avaliação do impacto do congelamento, realizou-se a comparação entre os 

grupos controles (fresco) e congelados (sem tratamento). Na análise da motilidade 

progressiva, a comparação entre os grupos evidencia uma redução significativa em todos 

os estudos revisados. Na análise da vitalidade, exceto dois estudos (5, 29) que não 

avaliaram o dano criogênico na viabilidade das células, todos os demais evidenciaram 

uma redução significativa nesse parâmetro (Tabela 2). O período de armazenamento do 

material seminal em nitrogênio líquido variou entre os estudos (2 - 14 dias). 

Tabela 2 – Comparação dos parâmetros de viabilidade e motilidade progressiva relacionada ao dano 

criogênico.  

Autores, referência Viabilidade (%) Motilidade progressiva (%) 

 Fresco Congelado Fresco Congelado 

Pochia R et al 2022, (18) 78,8 ± 3,1 46,9 ± 1,1* 63,7 ± 3 27 ± 1,5* 

Aghaz F et al 2021, (19) 82 ± 12,9 53,1 ± 11,1* 80 ± 10,3 46,7 ± 15,6* 

Valipour J et al 2021, (22) 81,4 ± 4,4 42,2 ± 7,8*  51,7 ± 9,2 27,7 ± 5* 

Baharsaadi M et al 2024, (24) 96,2 ± 8,9 56,2 ± 10,9* 79,4 ± 8,2 35,8 ± 11,8* 

Fu L et al 2024, (5) Não avaliado Não avaliado 31,9 ± 8,1 18,3 ± 7,1* 

Mohammadi B et al 2024, (29) Não avaliado Não avaliado 52,5 ± 7,2 17,1 ± 9,7* 

Hassoon et al 2024, (27) 78,8 ± 6,8  51,8 ± 5,9* 18,3 ± 3,5 6,1 ± 2,2* 

Os dados são expressos em média ± desvio padrão. *Diferença estatística do grupo congelado em 
comparação ao grupo fresco (p<0,05).  
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Apesar de diferentes protocolos e períodos de congelamento serem vieses e 

exibirem resultados diferentes entre si (41-43) na análise da motilidade e viabilidade pós-

descongelamento, os resultados desses estudos (tabela 2) demonstram que o dano 

criogênico à célula é um efeito inevitável da criopreservação e independe dessas 

variáveis. Os resultados corroboram com dados de Azam et al (2014), que demonstram a 

redução significativa da motilidade (40 ± 13 vs 86,6 ± 5,9) e vitalidade (63,2 ± 7,6 vs 95,8 

± 3,9) no sêmen congelado em comparação ao sêmen fresco, respectivamente (44). 

Inclusive, os autores evidenciaram em seus experimentos que o dano criogênico não é 

atenuado com a utilização de métodos diferentes, como a vitrificação em comparação à 

técnica de congelamento convencional, respectivamente, nos parâmetros de motilidade 

(41,9 ± 10,3 vs 40 ± 13) e vitalidade (64,4 ± 10 vs 63,2 ± 7,6) (44). Entretanto, esse 

resultado diverge de outros estudos da literatura que afirmam que a vitrificação é capaz 

de reduzir o dano criogênico e recuperar melhores parâmetros seminais nos 

descongelamentos (45, 46). A divergência entre os métodos de vitrificação e 

congelamento convencional é influenciada não apenas pelo perfil de criotolerância 

seminal, uma vez que ambos os estudos avaliaram pacientes normozoospérmicos, mas 

também pelo uso de diferentes crioprotetores e tempo específico de cada protocolo, vieses 

já avaliados e relacionados a resultados contraditórios entre as duas técnicas de 

criopreservação (47).  

Os parâmetros da tabela 2, apesar de demonstrarem uma queda significativa, são 

viáveis para os procedimentos de fertilização in vitro devido à enorme margem de 

milhares de células presentes no ejaculado de homens normozoospérmicos. Mas 

conforme citado anteriormente, cada perfil seminal exibe uma criotolerância e, devido a 

isso, é crucial conhecer os efeitos adversos do congelamento nos parâmetros seminais 

para a correta indicação do procedimento, pois amostras mais criosuscetíveis, como 

oligozoospérmicas ou que sofreram terapias gonadotóxicas, podem ter uma recuperação 

reduzida dos parâmetros seminais pós-descongelamento, como demonstrado em 

Marchiani et al, 2023 (48). 
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4. Atividade antioxidante na viabilidade e motilidade espermática 

A atividade antioxidante desempenha uma função crucial na neutralização da 

superprodução de ERO’S e regulação da homeostase redox no ambiente celular (49). E 

por isso, é potencialmente explorada como alternativa em cultivos celulares para o 

controle do dano criogênico (36), especificamente na área da reprodução humana e 

animal, onde a conservação do material genético é extremamente importante para o 

planejamento reprodutivo ou aprimoramento genético (50, 51). Nas células espermáticas, 

a via de sinalização antioxidante Keap1-Nrf2 é o mecanismo crítico no estresse oxidativo 

que regula a ativação de fator de transcrição Nrf2 e sua expressão gênica de antioxidantes 

e, por isso, é um alvo estratégico para as condições associadas ao estresse oxidativo no 

congelamento mencionado em estudos anteriores (52, 53). Nessa perspectiva, a literatura 

corrobora que essa via de sinalização é importante no controle redox, demonstrando que 

a expressão de Nrf2 é significativamente reduzida em amostras mais criosuscetíveis, 

como as oligozoospérmicas em comparação às normozoospérmicas (54).  

Apesar do dano criogênico ser um aspecto inevitável dentro do congelamento das 

células, ele pode ser atenuado com a estratégia de adição de substância antioxidantes (55, 

56). Diante disso, avaliou-se estudos que analisaram os parâmetros de motilidade e 

viabilidade comparando os resultados dos grupos controles (somente meio de 

congelamento) e testes (meio de congelamento + antioxidante). No parâmetro de 

viabilidade, todos os estudos demonstraram que a atividade antioxidante foi capaz de 

inibir significativamente o dano criogênico nas células em comparação ao seu respectivo 

grupo controle, exceto o tratamento com curcumina, conforme tabela 3 (17). Na análise 

de motilidade progressiva, a maioria dos estudos demostraram que a progressividade 

linear dos espermatozoides foi significativamente maior no grupo tratamento em 

comparação ao respectivo controle, exceto o tratamento com os antioxidantes zinco e 

hydroxytyrosol, conforme tabela 3 (5, 24). Apesar dos valores do grupo controle no 

tratamento com Mito-Tempo (28) não serem fornecidos no estudo, os autores afirmam 

que houve diferença estatística significativa em ambos os parâmetros seminais avaliados 

(tabela 3). 
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Tabela 3 – Comparação dos parâmetros de viabilidade e motilidade progressiva entre os estudos após a 
criopreservação com tratamento antioxidante.  

Substância, referência  Criopreservação Viabilidade (%) Motilidade progressiva (%) 

  Controle Tratamento Controle Tratamento 

Curcumina 20 µM, (17) 7 dias 50,57 ± 10,2 56,35 ± 12 42,59 ± 4,4 65 ± 3,73* 

Myo-Inositol 20 mg/mL, (18) Não informado 46,9 ± 1,1 48,5 ± 1,1* 27 ± 1,5 28,5 ± 1,8* 

Sericina 5%, (19) 2 dias 53,13 ± 11,1 67,93 ± 10,1* 46,71 ± 15,6 61,66 ± 12,8* 

Sulforaphano 5 µM, (22) 14 dias 42,22 ± 4,8 58,92 ± 6,2*  27,7 ± 5 37,28 ± 4,7* 

L-prolina 4 mmol/L, (23) Não informado 49,2 ± 13,3 58,3 ± 12,8* 36,1 ± 14,4 48,5 ± 15,2* 

Hydroxytyrosol 100 µg/mL, 

(24) 
7 dias  56,2 ± 10,9 71,5 ± 7,2* 35,8 ± 11,8 38,1 ± 10,4 

Mitoquinona 2 nM, (26) Não informado 56,3 ± 3,9 65,2 ± 2,6* 56,1 ± 2,6 67,7 ± 0,7* 

Canthaxanthin 50 µM, (27) 30 dias 51,8 ± 5,9 71,3 ± 8,1* 6,1 ± 2,2 16,8 ± 3* 

Mito-Tempo 0,2 mM, (28) 14 dias - 58 ± 3,7* - 14,5 ± 2,5* 

Zinco 100 µM, (5) 60 dias Não avaliado Não avaliado 18,3 ± 7,1 18,4 ± 7,3 

Astaxanthin 50 µM, (29) 14 dias Não avaliado Não avaliado 17,1 ± 9,7 27,5 ± 9,2* 

Os dados são expressos em média ± desvio padrão. *Diferença estatística do grupo tratamento em 

comparação ao controle (p<0,05). 

Os resultados da tabela 3 demonstram o potencial efeito antioxidante na 

preservação das células contra o dano criogênico e corrobora com outros estudos que 

avaliaram esse efeito no congelamento (53). Entretanto, os resultados da motilidade 

progressiva encontrados no estudo com zinco (5) são conflitantes com outro estudo da 

literatura com a mesma substância e concentração, o qual demonstrou resultados positivos 

na motilidade progressiva pós-descongelamento (57). As variáveis nos protocolos de 

congelamento entre ambos os estudos, como por exemplo o tempo de armazenamento em 

nitrogênio líquido de 10 (57) e 60 dias (5), pode explicar essa discrepância de resultados, 

fomentando a ideia de que o tempo de congelamento possa contribuir na intensidade do 

dano criogênico ou na meia-vida da substância. Ademais, Kotdawala et al. (2012) 
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demonstrou um aspecto anteriormente citado nesta revisão de que amostras mais 

criosuscetíveis demonstram parâmetros inferiores se comparadas às amostras 

normazoospérmica sob mesmas condições de congelamento e concentração da molécula 

antioxidante utilizada (57). Isso reafirma a tese desta revisão, baseada nas análises do 

acervo bibliográfico revisado, de que o perfil seminal está relacionado com a 

criotolerância das células seminais. 

A literatura revisada permitiu correlacionar a motilidade progressiva e a 

fragmentação do DNA espermático com os níveis de espécies reativas de oxigênio e 

discutir a relação direta do estresse oxidativo nesses parâmetros. Na correlação entre a 

motilidade progressiva com ERO’S, 81,8% dos estudos (17, 20-23, 25, 26, 28, 29) 

exibiram o padrão de que a supressão significativa de espécies reativas de oxigênio 

aumentou significativamente a motilidade progressiva. Outros estudos (18,2%) (5, 24) 

divergiram desse padrão devido a um dos parâmetros analisados, ERO’S ou motilidade 

progressiva, não ter apresentado diferença significativa do grupo tratamento se 

comparado ao controle. 

5. Atividade antioxidante na integridade do DNA espermático 

Nos espermatozoides humanos, o DNA está ligado às histonas e protaminas que 

modelam a estrutura da cromatina para melhor estabilidade, proteção e funcionalidade do 

DNA (58). Esse processo inicia-se no estágio final da espermatogênese, durante a 

condensação, em que ocorre a substituição de histonas por protaminas (59). Entretanto, 

condições específicas, como o estresse oxidativo durante a criopreservação, podem causar 

danos ao DNA ou inibir o seu reparo, levando ao aumento da fragmentação do DNA 

espermático (60). A idade masculina também é um fator que está relacionado à 

fragmentação do DNA e aos resultados clínicos nos tratamentos de reprodução (61). Por 

isso a integridade conformacional do DNA espermático é importante para a fertilidade 

masculina, sendo um fator preditivo para diferenciar homens férteis e inférteis, em que o 

limite médio de DNA fragmentado varia entre 25-30% (62, 63). Estudos demonstram que 

amostras seminais com o índice de fragmentação do DNA – DFI >25% impactam 

negativamente as taxas de fertilização, implantação, gravidez clínica e aborto, além dos 

impactos negativos em blastocistos, como o atraso dos eventos embrionários (tPNf, t2, 

t3, t4, t5, t6 e t8) avaliados pela morfocinética (64-66). 
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Diante disso, avaliou-se estudos que analisaram a relação da suplementação com 

antioxidante durante a criopreservação nos níveis de fragmentação do DNA espermático. 

Desses estudos, 77,8% (5, 17, 21, 25, 26, 28, 29) demonstraram que a atividade 

antioxidante inibiu significativamente a fragmentação do DNA espermático, mantendo o 

valor médio do DFI <25%. Os outros 22,2% evidenciaram resultados contrários, seja com 

a diminuição significativa da fragmentação mas com DFI >25% (26), aumento 

significativo da fragmentação com DFI>25% (6), DFI <25% (1) sem diferença 

significativa ou DFI>25% (23) sem diferença significativa, todos comparados aos 

respectivos controles. Esses estudos (5, 17, 21, 25, 26, 28, 29) demonstraram o padrão de 

que a supressão significativa de espécies reativas de oxigênio diminui significativamente 

a fragmentação do DNA espermático. Outros estudos divergiram desse padrão devido ao 

parâmetro de DFI não ter sido avaliado (20, 22) ou não demonstrar diferença significativa 

do grupo tratamento comparado ao controle nas análises de ERO’S ou DFI (23, 24). 

A divisão de grupos utilizando uma linha de corte de 25% de DFI é devido a sua 

ampla utilização como valor de referência na análise seminal de homens sob investigação 

reprodutiva (62, 63). Mas, para além disto, neste estudo, o valor de referência definido 

pela literatura (DFI<25%), e amplamente utilizado na conduta clínica de diversos centros 

de reprodução humana assistida, serviu como base de relevância clínica por identificar 

potenciais moléculas antioxidantes capazes de reduzir a fragmentação de DNA para 

níveis aceitáveis. Isso possibilita a triagem de potenciais moléculas para uso clínico e 

aprimoramento da técnica de congelamento, mantendo a DFI em níveis normais e, 

consequentemente, possibilitando maior chance de sucesso nos resultados e na utilização 

do material criopreservado nos tratamentos. 
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6. Conclusão 

O impacto do congelamento seminal mediado pelo estresse oxidativo é inevitável 

com as técnicas atualmente utilizadas. Entretanto, devido ao dano criogênico ser mediado 

por espécies reativas de oxigênio em níveis elevados, moléculas antioxidantes são 

potenciais alternativas para reduzir os efeitos nocivos do procedimento. As moléculas 

antioxidantes demonstraram um potencial clínico relevante inibindo o estresse oxidativo 

induzido durante a criopreservação, independentemente do período de armazenamento 

em nitrogênio líquido, associado ao aumento da vitalidade, motilidade progressiva e 

redução da fragmentação do DNA espermático para níveis dentro dos valores de 

referência clínica. Tal resultado demonstra que a via antioxidante é importante para a 

segurança e os resultados satisfatórios pós-descongelamento por participar do equilíbrio 

redox nas células atenuando o dano criogênico. 
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PEPTÍDEOS DA BIODIVERSIDADE BRASILEIRA COM PROMISSORA 

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PARA CRIOPROTEÇÃO DE 

ESPERMATOZOIDE HUMANOS CONTRA O DESEQUILÍBRIO REDOX: 

AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE, MOTILIDADE, E FRAGMENTAÇÃO 

DO DNA ESPERMÁTICO. 

 
Resumo  
 
O dano criogênico à motilidade e fragmentação espermática são questões críticas que 

afetam a fertilidade masculina e, consequentemente, os resultados dentro dos tratamentos 

de reprodução humana, devido ao estresse oxidativo gerado pela superprodução de 

radicais livres pelo processo metabólico da mitocôndria, induzido pela criopreservação. 

A motilidade é um fator determinante da capacidade de fertilização do gameta, enquanto 

altas taxas de fragmentação do DNA espermático estão associadas a maiores índices de 

aborto espontâneo e gravidez bioquímica. Diante desse contexto, o presente estudo teve 

como objetivo avaliar a preservação de ambos os parâmetros seminais por meio da 

suplementação de peptídeos antioxidantes durante o processo de criopreservação, visando 

atenuar o estresse oxidativo envolvido no dano criogênico. Ambos os peptídeos 

(Antioxidin-I e PaT-2) demonstraram biocompatibilidade com espermatozoides humanos 

sem exibir citotoxicidade mesmo nas maiores concentrações testadas (200 – 12,5 µM). 

Aliado a isso, as maiores concentrações do Antioxidin-I exibiram resultados de 

motilidade em espermatozoides congelados semelhantes à motilidade de espermatozoides 

frescos. Na fragmentação do DNA espermático, embora demonstrada a redução da 

fragmentação nos grupos tratados de ambos os peptídeos, não houve diferença 

significativa quando comparada ao grupo congelado. Os resultados sugerem que, embora 

a suplementação com peptídeos antioxidantes tenha preservado a motilidade espermática 

através do equilíbrio redox, a ausência de efeito na fragmentação sugere um possível 

mecanismo celular diferente envolvido no dano criogênico que não é impactado pela ação 

antioxidante dos peptídeos. 

Palavras-chave: Peptídeos bioativos, antioxidantes, criopreservação, estresse oxidativo.  
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1. Introdução 

A tecnologia da criopreservação de espermatozoides é um importante avanço para 

o planejamento reprodutivo (48). A indicação do procedimento depende do perfil do caso, 

partindo desde indivíduos férteis com desejo de preservar a fertilidade devido a fatores 

sociais como a idade, tratamento hormonal e priorização da carreira profissional à 

indivíduos com fatores de infertilidade como astenozoospermia e oligozoospermia, 

condições que se caracterizam pela motilidade espermática progressiva <30% e 

concentração espermática <15 milhões/mL, respectivamente (67).  

Entretanto, a criopreservação gera danos celulares nas células espermáticas, 

contribuindo na redução de espermatozoides com motilidade progressiva pós-

descongelamento (56). Diante disto, a criopreservação de amostras, principalmente com 

perfis seminais mais criosucetíveis, como a astenozoospermia, devido a biomarcadores 

na membrana, implica, na maioria das vezes, em um descongelamento com ausência de 

espermatozoides móveis (68). Além disto, o estresse oxidativo oriundo de radicais livres 

da fosforilação, via respiração celular, pode causar danos celulares relacionados a 

infertilidade, como a diminuição severa na motilidade espermática (69). Além disto, 

danos ao DNA, lipídios e às proteínas também são relatados no estresse oxidativo em 

espermatozoides humanos (70).  

O Antioxidin-I, caracterizado pela sequência de aminoácidos TWYFITPYIPDK, 

e o PaT-2, caracterizado pela sequência de aminoácidos FPPWL-NH2, são peptídeos 

bioprospectados da secreção cutânea dos anfíbios P. nattereri e P. azurea, 

respectivamente (71, 72). Devido a suas composições, sequências e estruturas, esses 

peptídeos demonstraram atividade antioxidante em ensaios in vitro, suprimindo radicais 

livres semelhantes aos que ocorrem in vivo, conferindo maior relevância biológica para 

a atividade mensurada (71, 72). Pelo fato de o desequilíbrio redox ser o principal 

impulsionador do dano criogênico, ambos os peptídeos podem ter um potencial uso 

biotecnológico para o aprimoramento da criopreservação de espermatozoides, 

preservando os parâmetros seminais pós-descongelamento. 

O objetivo deste estudo experimental foi suplementar o meio crioprotetor 

comercial TYB com os peptídeos Antioxidin-I e PaT-2 e avaliar se a atividade 
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antioxidante de ambos os peptídeos foi capaz de preservar a motilidade e a fragmentação 

do DNA espermático pós-descongelamento. 

2. Materiais e métodos 

2.1.      Seleção do voluntário 

A seleção do voluntário para o presente estudo foi aprovada pelo Comitê de Ética 

da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasília (FM/UnB), sob o número de 

protocolo 69148723.6.0000.5558, e foi conduzida por meio de um processo sistemático 

na clínica de reprodução humana Genesis, localizada em Brasília, Distrito Federal, com 

o intuito de garantir a privacidade dos dados dos participantes. Inicialmente, foi realizada 

uma divulgação interna direcionada aos pacientes que estavam passando por avaliações 

de saúde reprodutiva, visando identificar potenciais voluntários. Após divulgação e 

triagem do histórico dos pacientes que se manifestaram como voluntários, foi possível 

selecionar um participante que atendia a todos os critérios de inclusão estabelecidos. Esse 

procedimento assegurou que a seleção fosse realizada de maneira ética, garantindo a 

adequação do participante ao perfil necessário para a pesquisa e minimizando os riscos 

de natureza psicológica associados ao diagnóstico de infertilidade, especialmente em 

pacientes que não haviam passado por uma análise seminal prévia. 

2.2.        Critérios de inclusão 

A delimitação dos critérios de inclusão no estudo experimental foi baseada nas 

diretrizes da Organização Mundial da Saúde – OMS em seu manual de examinação e 

processamento seminal, 6ª edição (2021) (67). Esses critérios visam minimizar variáveis, 

padronizando os parâmetros seminais adequados e garantindo a integridade das amostras 

seminais, sobretudo as análises posteriores. Os critérios definidos possuem, de forma 

direta ou indireta, associação com a fertilidade masculina e os parâmetros seminais 

analisados no espermograma, sendo eles: 

• Homem cis com faixa etária entre 25-35 anos; 

• Hábitos saudáveis (prática de exercícios físicos e alimentação equilibrada); 

• Não etilista; 

• Não tabagista; 

• Sem histórico de uso de esteroides anabolizantes; 
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• Perfil seminal normal. 

A faixa etária do voluntário, definida como primeiro critério de inclusão, foi 

baseada em estudos recentes na literatura científica que demonstram o impacto negativo 

da idade masculina avançada nos parâmetros seminais, especificamente na maior taxa de 

fragmentação do DNA e redução severa na motilidade espermática (73). Os demais 

critérios, como o tabagismo, o etilismo, o sedentarismo e uso de esteroides anabolizantes, 

são associados como causalidade da infertilidade, de forma transitória ou não, causando 

azoospermia e/ou oligozoospermia, caracterizados pela ausência ou diminuição da 

contagem de espermatozoides, respectivamente, e supressão do eixo hormonal 

hipotálamo-hipófise-gonadal – HHG, afetando a espermatogênese (74, 75). Diante disso, 

as delimitações dos critérios possibilitaram maior confiabilidade nos resultados gerados 

através do controle de possíveis vieses nos parâmetros seminais, seja de causa social ou 

ambiental. 

2.3.     Critérios de exclusão 

Foram excluídos do estudo os voluntários que não se adequaram aos critérios de 

inclusão previamente definidos no tópico 2.2. 

2.4.      Amostra seminal 

2.4.1. Coleta seminal 

O processo de coleta de amostras (n= 4) foi conduzido em conformidade com o 

Procedimento Operacional Padrão - POP da clínica Genesis, fundamentado nas diretrizes 

do manual de examinação e processamento seminal da Organização Mundial da Saúde -

OMS (67). Esse protocolo visa assegurar a integridade das amostras e, por conseguinte, 

a confiabilidade das análises seminais. Com o agendamento da coleta previamente 

definido, o voluntário recebeu orientações detalhadas 72 horas antes do procedimento, 

fornecidas pela equipe da clínica. Essas orientações incluíam a recomendação de 

abstinência ejaculatória por um período de 2 dias e a proibição do consumo de bebidas 

alcoólicas nas 72 horas que antecedem a coleta. Tais diretrizes têm como objetivo 

padronizar o preparo pré-coleta e minimizar os impactos negativos transitórios que 

podem ser causados por longos períodos de abstinência e pelo consumo de álcool. No dia 

da coleta, o voluntário foi encaminhado para a sala de coleta seminal, onde foi instruído 

a realizar a higienização e secagem das mãos e da glande antes de proceder à masturbação 
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em um coletor estéril. Após a coleta, as amostras foram entregues ao laboratório da clínica 

para análise seguida do processamento seminal. 

2.4.2. Espermograma 

A análise seminal do voluntário foi conduzida em estrita conformidade com as 

diretrizes estabelecidas na sexta edição do manual de examinação e processamento de 

Sêmen da Organização Mundial da Saúde – OMS (67). Após a coleta do ejaculado fresco, 

as amostras foram submetidas a um processo de liquefação a 37 ºC por 20 minutos, o que 

é fundamental para garantir a adequação das amostras para avaliação. Durante essa fase, 

foram analisados diversos parâmetros macroscópicos, incluindo volume, aspecto, 

potencial hidrogeniônico - pH, liquefação e viscosidade. 

a) Volume: a medida do volume ejaculatório é uma avaliação fundamental na análise 

seminal, uma vez que ela reflete a funcionalidade das glândulas sexuais e 

auxiliares responsáveis pela secreção seminal. A pesagem do volume ejaculatório 

foi realizada utilizando balança analítica disponível na clínica, garantindo a 

precisão e confiabilidade do volume. 

 
b) Aspecto: o ejaculado considerado normal apresenta uma aparência homogênea, 

com coloração que varia entre branco e cinza opalescente. Alterações na coloração 

do sêmen podem ocorrer em decorrência de diversos fatores, como períodos 

prolongados de abstinência ejaculatória, resultando em uma coloração amarelada. 

Além disto, a presença de coloração marrom-avermelhada pode indicar a presença 

de sangue, frequentemente associada a infecções ou outras condições patológicas. 

 
c) Potencial hidrogeniônico (pH): o pH no ejaculado é variável e pode apresentar 

flutuações, sendo influenciado pela secreção prostática, que possui características 

ácidas, e pela secreção vesicular, que é alcalina. Essa interação resulta em um pH 

que, em condições normais, se mantém acima de 7,2, essencial para a viabilidade 

e motilidade dos espermatozoides. A medição do pH foi realizada imediatamente 

após a entrega das amostras, utilizando fita reagente específica para sêmen. 

 
d) Liquefação: a liquefação seminal é um processo fisiológico crucial para a 

funcionalidade do sêmen. Após a coleta do ejaculado, a amostra apresenta-se 

tipicamente de forma heterogênea, coagulada ou semissólida, em decorrência das 
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proteínas presentes nas secreções da vesícula seminal. No decorrer do tempo, 

geralmente entre 30 e 60 minutos, essa amostra deve se tornar mais homogênea, 

fluida ou aquosa, indicando que as enzimas prostáticas estão atuando de forma 

eficaz na liquefação seminal. A liquefação é um fator fundamental, pois a 

incapacidade de ocorrer adequadamente pode comprometer a motilidade 

espermática e, consequentemente, a fertilidade natural.  

 
e) Viscosidade: a viscosidade normal é caracterizada pelo gotejamento lento do 

sêmen ao ser dispensado de uma pipeta, indicando uma consistência adequada que 

favorece a motilidade espermática. Em contraste, uma viscosidade anormal ou 

aumentada é identificada pela formação de um fio de sêmen com comprimento 

igual ou superior a 2 centímetros.  

Em seguida, as amostras foram submetidas a uma análise microscópica detalhada, 

que envolveu a concentração de espermatozoides, a avaliação da motilidade, vitalidade e 

fragmentação do DNA espermático. 

a) Concentração: para contagem, 10µL de sêmen liquefeito e homogeneizado foi 

adicionado na câmara Makler, garantindo uma distribuição uniforme dos 

espermatozoides na câmara que possui uma grade de contagem projetada para 

determinação da concentração em milhões/mL. A câmara foi colocada sob 

microscópio óptico Eclipse Ei – Nikon em objetiva de 40x e realizada a média de 

4 contagens para cada classificação de motilidade (A, B, C e D), cada uma 

realizada em 10 quadrantes da câmara de Makler. 

 
b) Motilidade: a motilidade progressiva dos espermatozoides, calculada pela média 

da concentração da respectiva motilidade, é importante por estar relacionada com 

a taxa de gravidez, conferindo relevância biológica para este parâmetro. Existem 

4 classificações de motilidade (A, B, C e D) que são especificadas nas análises 

seminais sendo expressas em % relativa. 

 

• Motilidade Progressiva Rápida – MPR (A): espermatozoides com movimento 

linear com a velocidade de 25µm/s; 

• Motilidade Progressiva Lenta – MPL (B): espermatozoides com movimento linear 

com a velocidade menor de 25µm/s; 
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• Não Progressivos – NP (C): espermatozoides com movimento de cauda, mas 

ausência de progressão linear ou progressão em torno do próprio eixo, com 

velocidade média de 5µm/s; 

• Imóveis – IM (D): espermatozoides sem movimento e progressão linear. 

 
c) Vitalidade: a vitalidade espermática, realizada através da análise da integridade 

da membrana corada com eosina-nigrosina – VitalScreen, é importante em 

amostra com baixa motilidade para diferenciar espermatozoides imóveis de 

mortos, diagnosticando a condição clínica de necrozoospermia. Para a análise 

foram observadas 200 células e o valor é expresso em % relativa. 

 
d) Fragmentação do DNA espermático: a análise da integridade do DNA 

espermático, realizada pela técnica de dispersão da cromatina, é importante 

devido a sua elevada taxa estar associada à morte celular, ao estresse oxidativo e 

a outras condições ambientais, impactando as taxas de gravidez. O teste foi 

realizado de acordo com as instruções do fabricante do kit comercial CanFrag – 

Candore. 

Somente os ejaculados que apresentaram valores dentro dos parâmetros 

normatizados conforme as diretrizes do Manual de Processamento de Sêmen da OMS 

(67), tabela 1, foram consideradas para os procedimentos subsequentes. As amostras que 

demonstraram alterações, especialmente no volume, concentração, motilidade, vitalidade 

e fragmentação do DNA foram descartadas. Nesses casos, foi agendada uma nova coleta 

de sêmen do voluntário, permitindo uma reavaliação seminal que possibilitasse a 

obtenção de amostras adequadas para a pesquisa. 
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Tabela 1 – Valores de referência dos parâmetros seminais segundo o manual de examinação e 

processamento seminal da OMS. 

Parâmetro seminal Valores normais 

Volume >1,4 mL 

pH >7,2 

Aspecto Branco opalescente 

Liquefação <60 min, completa 

Viscosidade Normal 

Concentração/mL ≥16 × 106 espermatozoides/mL 

Motilidade progressiva ≥30% de progressivos (A+B) 

Vitalidade ≥54% de vivos 

Dados obtidos do manual de examinação e processamento seminal da OMS, sexta edição (67). 

 

Apesar desses valores referenciarem cada parâmetro, o manual preconiza e 

recomenda avaliações individualizadas da fertilidade pelo médico especialista. O manual 

da OMS discrimina os percentis de cada parâmetro para guiar o profissional na análise de 

cada paciente, conforme figura 2. 

Tabela 2 – Distribuição dos resultados seminais de homens em casais que engravidaram de maneira 

natural dentro do período de um ano de tentativas sem métodos contraceptivos (OMS). 

Percentis 

 Nº 2.5 5 10 25 50 75 90 95 97,5 

Volume seminal (mL) 3586 1 1,4 1,8 2,3 3 4,2 5.5 6,2 6,9 

Concentração 

espermática (106/mL) 

3587 11 16 22 36 66 110 166 208 254 

Motilidade progressiva 

(%) 

3389 24 30 36 45 55 63 71 77 81 

Imóveis (%) 2800 15 20 23 30 37 45 53 58 65 
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Dados obtidos do manual de examinação e processamento seminal da OMS, sexta edição (67). 

 

2.4.3. Processamento seminal 

Para o processamento seminal, foi realizado gradiente de 0,5 de camada única de 

45%, preparado a partir da diluição de 4,5 mL de GV gradiente concentrado 100% - 

Ingaméd® em 5,5 mL de meio DMEM, a fim de criar o gradiente de densidade necessário 

para a separação dos espermatozoides, processando todo o volume ejaculado dividido em 

vários tubos. O processamento seminal foi realizado em tubo cônico de 15 mL – 

Corning®, sob agitação de 1200 rpm durante 10 minutos, a fim de promover a formação 

de um pellet no fundo do tubo. A agitação e a aceleração da centrifugação permitem a 

separação eficiente dos espermatozoides em função da sua motilidade e capacidade de 

migração através do gradiente (figura 1).  

Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado cuidadosamente, e o pellet 

de espermatozoides foi ressuspenso em 4 mL de meio DMEM aquecido a 37 °C. A 

ressuspensão foi seguida de uma nova centrifugação a 1100 rpm por 5 minutos, realizada 

para eliminar possíveis resíduos do gradiente e de impurezas presentes no sobrenadante. 

Após a segunda centrifugação, o sobrenadante foi novamente descartado e o pellet foi 

ressuspenso em um volume final de 1 mL de meio DMEM, para possibilitar a avaliação 

da concentração e motilidade espermática necessária, garantindo que os espermatozoides 

selecionados estivessem aptos para procedimentos subsequentes do estudo (figura 1). 
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Figura 1 – Esquema ilustrativo do processamento seminal. 

 

2.4.4. Congelamento-descongelamento seminal 

O congelamento foi realizado pelo método de congelamento rápido em vapor de 

nitrogênio. As amostras processadas foram diluídas com crioprotetor TYB – Irvine 

Scientific®, suplementado ou não com os peptídeos na faixa de concentração 200 – 

100µM, adicionando gota a gota de crioprotetor à suspensão de células a cada 30 

segundos (1:1) em criotubos de 1,5 mL – Corning®. Finalizada a diluição, os criotubos 

foram mantidos em temperatura ambiente por 10 minutos, seguido do armazenamento em 

freezer (-20 ºC) pelo mesmo período. Em seguida foram submetidos ao vapor de 

nitrogênio (-80 ºC) por 1 hora antes de serem submersos em nitrogênio líquido (-196 ºC) 

e armazenados em tanques específicos da clínica gênesis durante 7 dias. Para o 

descongelamento das amostras, os criotubos foram retirados do nitrogênio líquido e 

mantidos a temperatura ambiente até o descongelamento completo (20 minutos). 

2.5. Peptídeos antioxidantes 

2.5.1. Síntese de peptídeos: Antioxidin-I e PaT2 

Ambos os peptídeos foram sintetizados pelo método Solid Phase Peptide 

Synthesis – SPPS utilizando 9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc) como grupo protetor do 

N-terminal dos aminoácidos (76). O peptídeo PaT-2 (FFPWL-NH2), amidado no C-
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terminal, foi sintetizado em resina Rink Amide (0,62 mmol/g, 100-200 mesh, 

Novabiochem, Merck) e os acoplamentos realizados com N, N - diisoproprilcarbodiimida 

(DIC, Sigma-Aldrich) e Oxima® (Novabiochem, Merck) durante 1h30. O peptídeo 

Antioxidin-I (TWYFITPYIPDK), carboxilado no C-terminal, foi sintetizado em resina 

Wang (0,4 – 0,7 mmol/g, 100-200 mesh, Novabiochem, Merck) com o primeiro 

aminoácido acoplado já de fábrica e utilizando 2 - (1H-Benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-

tetramethylaminium tetrafluoroborate (TBTU) e N, N – Diisopropiletilamina (DIPEA) 

para o acoplamento dos demais aminoácidos durante 1h. 

Após a finalização do processo de acoplamento de cada aminoácido, as sequências 

de aminoácidos foram submetidas à reação de desproteção para a retirada do grupo 

protetor Fmoc utilizando a base 4-metilpiperidina (20% em dimetilformamida - DMF), 

v/v) em duas reações de 15min, viabilizando o acoplamento do próximo aminoácido. 

Entre os processos de acoplamento-desacoplamento foram realizados os testes 

quantitativos de Kaiser para verificação de amina livre e, para isso, uma quantidade 

mínima de resina da síntese foi aquecida com 2 gotas de 5% de ninhidrina em etanol 

(m/v), 2 gotas de 80% fenol em etanol (v/v) e 2% KCN em piridina (v/v). 

Após a finalização do acoplamento da sequência primária completa de ambos os 

peptídeos, ácido trifluoracético – TFA, Sigma-Aldrich foi utilizado para clivar os 

peptídeos dos suportes poliméricos, em coquetéis de clivagem com tianisol, água, fenol 

e etanoditiol (82,5:5:5:5:2,5 (v/v)), como sequestradores de espécies reativas geradas na 

reação de clivagem. Os produtos de síntese foram adicionados às soluções de clivagem e 

deixados sob agitação por 1h30min. Posteriormente, a solução reacional foi deixada sob 

fluxo de argônio para a evaporação do TFA presente, e adicionado éter diisopropílicos 

gelado para precipitação do peptídeo livre da resina. Em um funil com placa sinterizada, 

os produtos de síntese foram filtrados com 50% acetonitrila em água (v/v) para a 

separação dos peptídeos e da resina. 

2.5.2. Secagem e purificação das sínteses em cromatografia líquida 

As frações coletadas durante a filtragem dos produtos de ambas as sínteses foram 

submetidas ao concentrador centrífugo CentriVap – LabConco® para evaporação dos 

solventes orgânicos seguido do congelamento a -20 ºC para liofilização das frações em 

liofilizador L101 – LioBras®. Com as frações liofilizadas, foi realizada a purificação por 

cromatografia líquida de alta eficiência – CLAE em cromatógrafo - Shimadzu® 
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utilizando coluna preparativa de fase reversa Jupiter C18 (250 x 21,2 mm, 10 um, 300 A) 

da phenomenex, sistema binário de bombeamento (LC-20AR), detector de arranjo de 

diodo (DAD, SPD-M20A) e sistema de análise e processamento de dados LabSolutions 

versão 5.92. As purificações foram realizadas com soluções de, no máximo, 20mg/ml de 

peptídeo bruto, com gradiente de fase móvel (Acetonitrila + 0,1% de TFA e água + 0,1% 

de TFA) e fluxo de 10 ml/min: 

 

0 – 5min: 5% acetonitrila + 0,1% TFA; 

5 – 50min: 5% a 100% acetonitrila + 0,1% TFA; 

50 – 55min: 100% acetonitrila + 0,1% TFA; 

55min – 56min: 100% a 5% acetonitrila + 0,1% TFA; 

56min – 60min: 5% acetonitrila + 0,1% TFA. 

 

Durante o processo de purificação, os tempos de retenção foram monitorados em 

comprimentos de onda iguais a 216 e 280 nm, valores referentes às absorções das ligações 

peptídicas e da cadeia lateral do triptofano, respectivamente. Todos os picos observados 

no cromatograma foram coletados, secos, liofilizados e posteriormente submetidos à 

caracterização por espectrometria de massas. 

2.5.3. Identificação e confirmação das sínteses por espectrometria de massas 

A verificação da síntese dos peptídeos foi realizada por meio de espectrometria de 

massa acoplada a um cromatógrafo líquido (LC-MS) e análise dos fragmentos gerados 

(LC-MS/MS), com o objetivo de determinar a composição da molécula, comparando a 

massa molecular teórica com a obtida experimentalmente. O experimento foi conduzido 

utilizando um espectrômetro de alta resolução TripleTOF 5600+ (Sciex, Ontário, Canadá) 

pertencente à Central Analítica do Instituto de Química da Universidade de Brasília 

(CAIQ – UnB). Equipado com uma fonte de ionização por electrospray (EsI – 

Electrospray Ionization), separador de íons do tipo triplo quadrupolo, módulo de colisão 

para geração de fragmentos por dissociação em gás inerte, analisador de massas tempo 
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de voo (TOF – Time of Flight) e, por fim, conectado a um cromatógrafo líquido (Eksigent 

UltraLC 100, Sciex) que permite a injeção automática da solução do analito a uma vazão 

constante de 0,3 mL/min. 

Os ensaios foram realizados com o espectrômetro ajustado no modo positivo e 

utilizando o modo de aquisição IDA (Information Dependent Acquisition), que seleciona 

automaticamente os íons para fragmentação com base em critérios previamente 

estabelecidos. Para a análise, pegou-se uma ponta de espátula com alguns grãos do 

peptídeo liofilizado e dissolvido em 1 mL de uma solução de metanol com 0,1 % de ácido 

fórmico. Os espectros de massa gerados foram analisados e processados com o software 

PeakView v2.1, enquanto os espectros de fragmentação (MS/MS) foram interpretados 

com a ferramenta online Interactive Peptide Spectral Annotator (77). 

2.6.         Citotoxicidade em espermatozoides humanos 

A avaliação de citotoxicidade do Antioxidin-I e PaT-2 foi realizada em 

espermatozoides frescos utilizando o ensaio de viabilidade baseado em luciferase - 

CellTiter-Glo™ Luminescent Cell Viability Assay, Promega®, um método sensível para 

medir a viabilidade celular através da quantificação bioluminescente de ATP, um 

indicador da integridade celular, em placa de 96 poços em triplicata técnica. As células 

foram mantidas em DMEM de alta glicose após o processamento seminal e adicionados 

80 µL da suspensão (2 x 106 por poço) nos respectivos poços mais 20 µL de meio DMEM 

suplementado com o respectivo peptídeo ou não, na faixa de concentração 200 - 12,5 µM, 

seguido da incubação em estufa a 37 ºC sem CO2 por 1 hora. Posteriormente, as placas 

de 96 poços foram retiradas da estufa e adicionados 50 µL do reagente CellTiter-Glo™ 

Luminescent Cell Viability Assay em todos os poços e incubado por mais 30 minutos sob 

mesmas condições. A leitura foi realizada em luminômetro (SpectraMax® Plus 384 – 

Molecular Devices, EUA). Para o controle positivo e negativo de morte celular, foi 

utilizado Triton – X 100 a 0,5% e meio DMEM, respectivamente, sem adição de 

tratamento em ambos os controles. 
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Figura 2 – Esquema ilustrativo da análise de citotoxicidade por luminescência. 

 

2.7.         Atividade antioxidante na motilidade espermática 

Para avaliar o efeito da atividade antioxidante na motilidade pós-

descongelamento, o congelamento foi realizado em triplicatas pelo método de 

congelamento rápido em vapor de nitrogênio com os grupos:  

• Congelado: suspensão de células com crioprotetor TYB; 

• Ant I – 200: suspensão de células com crioprotetor TYB suplementado com 

200µM do peptídeo Antioxidin-I; 

• Ant I – 100: suspensão de células com crioprotetor TYB suplementado com 

100µM do peptídeo Antioxidin-I; 

• PaT2 – 200: suspensão de células com crioprotetor TYB suplementado com 

200µM do peptídeo PaT2; 

• PaT2 – 100: suspensão de células com crioprotetor TYB suplementado com 

100µM do peptídeo PaT2. 
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Após processamento seminal, 250 µL do crioprotetor TYB, suplementado ou 

não, foi adicionado, gota a gota, a cada 30 segundos em 250 µL de suspensão de células. 

Após diluição, o congelamento seguiu o protocolo anteriormente citado e o material 

permaneceu congelado por 7 dias em tanque de nitrogênio. No descongelamento, as 

triplicatas foram descongeladas por 20 minutos em temperatura ambiente e foram 

mantidas a 37 ºC até avaliação da motilidade em câmara de Makler. 

2.8.         Atividade antioxidante na integridade do DNA espermático 

Para avaliar o efeito da atividade antioxidante na integridade do DNA 

espermático pós-descongelamento, o congelamento foi realizado em triplicatas pelo 

método de congelamento rápido em vapor de nitrogênio com os grupos: 

• Congelado: suspensão de células com crioprotetor TYB; 

 
• Ant I – 200: suspensão de células com crioprotetor TYB suplementado com 

200µM do peptídeo Antioxidin-I; 

 
• Ant I – 100: suspensão de células com crioprotetor TYB suplementado com 

100µM do peptídeo Antioxidin-I; 

 
• PaT2 – 200: suspensão de células com crioprotetor TYB suplementado com 

200µM do peptídeo PaT2; 

 
• PaT2 – 100: suspensão de células com crioprotetor TYB suplementado com 

100µM do peptídeo PaT2. 

 
Após processamento seminal, 250µL do crioprotetor TYB, suplementado ou 

não, foi adicionado, gota a gota, a cada 30 segundos em 250µL de suspensão de células. 

Após diluição, o congelamento seguiu protocolo anteriormente citado e o material 

permaneceu congelado por 7 dias em tanque de nitrogênio. No descongelamento, as 

triplicatas foram descongeladas por 20 minutos em temperatura ambiente e foram 

mantidas a 37 ºC até preparo das lâminas, conforme instruções do Kit comercial CanFrag 

– Candore®, baseado na dispersão da cromatina (SCD). Foram analisados 200 

espermatozoides observando-se a presença ou ausência de halo (figura 3). Um valor 

abaixo de 25% de fragmentação do DNA espermático foi considerado normal. 
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Figura 3 – Escala do grau de fragmentação do DNA espermático. 

 

2.9.         Análise estatística 

Na análise estatística dos dados, foram empregadas as técnicas de análise de 

variância (ANOVA two-way e one-way), seguidas das comparações múltiplas de 

Bonferroni e análise do tamanho de efeito. Os resultados foram expressos como média ± 

desvio padrão, permitindo uma interpretação da variabilidade dos dados.  As análises 

foram realizadas utilizando o software estatístico GraphPad Prims® versão 9. 

3. Resultados e discussões 

3.1.      Espermograma 

As análises das coletas seminais foram realizadas para garantir a conformidade 

das amostras antes da realização dos experimentos. Na tabela 3 foram listados os 

parâmetros seminais de todas as coletas realizadas. Na análise geral das coletas, apesar 

da correlação dos valores seminais do voluntário serem com os valores de referência da 

tabela 1, os parâmetros listados abaixo demonstram que o perfil de fertilidade do 

voluntário é superior (75th) ao percentil dos valores de referência (5th). Apesar da 

viscosidade seminal em todas as coletas do voluntário ser aumentada, todas as amostras 

foram utilizadas para o estudo devido o manual da OMS enfatizar que a alteração desse 

parâmetro não possuí impacto clínico negativo nos parâmetros seminais. 
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Tabela 3 – Parâmetros seminais das coletas do voluntário 

Análise seminal 

Avaliação macroscópica 

Coleta Volume (ml) pH Aspecto Viscosidade 

1 5,9 mL 8,7 Branco opalescente Aumentada 

2 5 mL 8,7 Branco opalescente Aumentada 

3 5,8 mL 8,1 Branco opalescente Aumentada 

4 4,7 mL 8,3 Branco opalescente Aumentada 

Ref >1,4 mL > 7,2 * Normal 

Avaliação microscópica 

Coleta Concentração Progressiva Não progressiva Imóvel 

1 100 milhões/mL 80% 11% 9% 

2 127 milhões/mL 91% 4% 5% 

3 98 milhões/mL 86% 4% 10% 

4 115 milhões/mL 95% 2% 3% 

Ref >16 milhões/mL >30% * * 

*Sem valor de referência determinado. 

 

3.2.        Peptídeos antioxidantes 

As purificações dos peptídeos Antioxidin-I e PaT-2 foram feitas com 

aproximadamente 80 mg solubilizados em 4 mL de água ultrapura para ambas as 

moléculas. Realizou-se 4 corridas de 1 mL com concentração de 20 mg/mL, com medidas 

de absorbâncias feitas em 216 e 280 nm. Nas figuras 4 e 5, é demonstrada a presença dos 

picos com elevada absorbância referentes aos peptídeos PaT-2 e Antioxidin-I, com os 

tempos de retenção de 25,642 e 26,229 minutos, respectivamente. 
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Figura 4 – Gráfico de RP-HPLC da purificação do PaT-2, com pico principal apresentando tempo de 

retenção de 25,642 minutos. 

 

Figura 5 – Gráfico de RP-HPLC da purificação do Antioxidin-I, com pico principal apresentando tempo de 

retenção de 26,229 minutos. 

As frações coletadas das cromatografias líquidas, representando os peptídeos 

PaT-2 e Antioxidin-I purificados, foram analisadas por espectrometria de massa 

utilizando um EsI Q-ToF (Triple Tof 5600+) para a confirmação do sucesso da síntese, 

através da elucidação das sequências FPPWL-NH2 (PaT-2) e TWYFITPYIPDK 

(Antioxidin-I), com massas teóricas de [M+H]+2 = 658,3716 Da e [M+H]+2 = 1543,7832 

Da, respectivamente.  
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Para o PaT-2, a molécula foi identificada na presença de uma carga, 

apresentando massa experimental [M+H]+2 = 658,3717 Da juntamente com sua série 

isotópica, resultando em um erro de massa de apenas 0,152 ppm (figura 6 – espectro de 

massa). Similarmente, para o Antixodin-I, o peptídeo foi identificado, porém na presença 

de duas cargas, apresentando massa experimental [M+2H]+2 = 772,3958 Da 

acompanhado de sua série isotópica, resultando em um erro de massa de 0,129 ppm 

(figura 7 – espectro do Antioxidin-I). 

 

Figura 6 - Espectro de massa do PaT-2 [M+H]+2 = 658,3716 Da e sua série isotópica. A partir da massa 

teórica exata é possível calcular o erro de massa, com valor de 0,152 ppm. 
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Figura 7 - Espectro de massa do Antioxidin-I com dupla carga [M+2H]+2 = 772,3957 Da e sua série 

isotópica. A partir da massa teórica exata é possível calcular o erro de massa, com valor de 0,129 ppm. 

Nas figuras 8 e 9, estão representados os espectros de fragmentação de ambos os 

peptídeos, demonstrando picos referentes às quebras de todas as ligações através das 

principais séries de fragmentações de peptídeos. Dessa forma, os fragmentos encontrados 

permitem confirmar que as sequências foram sintetizadas com sucesso, na ordem correta. 

O íon destinado à fragmentação foi selecionado automaticamente seguindo a pré-

configuração do modo IDA (Information Dependent Acquisition). A análise revelou, 

predominantemente, fragmentos pertencentes às séries a, b e y, conforme indicados nas 

figuras, com os respectivos erros de massa em ppm para cada fragmento apresentados nos 

quadros abaixo dos espectros. Os dados obtidos foram processados utilizando a 

ferramenta online Interactive Peptide Spectral Annotator (77). 
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Figura 8 - Espectro de fragmentação (MS/MS) obtido em modo IDA do íon [M+H]+1. Os fragmentos 

obtidos a partir das séries estão destacados em roxo (série a), azul (série b) e vermelho (série y). 
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Figura 9 - Espectro de fragmentação (MS/MS) obtido em modo IDA do íon [M+2H]+2. Os fragmentos 

obtidos a partir das séries estão destacados em roxo (série a), azul (série b) e vermelho (série y). 

 

3.3.        Citotoxicidade em espermatozoides humanos 

Na avaliação da citotoxicidade, o ensaio de bioluminescência revelou que a faixa 

de concentração testada em ambos os peptídeos (200 – 12,5µM) não demonstrou redução 

significativa da viabilidade se comparada ao grupo DMEM (figura 10 A/B), 

demonstrando a ausência de citotoxicidade dos peptídeos, nas referidas concentrações, 

em espermatozoides humanos frescos. Essa biocompatibilidade possui uma relevância 

biológica atrativa, uma vez que esses peptídeos podem ser uma alternativa biotecnológica 

para aprimoramento da criopreservação de espermatozoides através da formulação de 

meios crioprotetores suplementados com essas moléculas bioativas. 
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Figura 10 - Citotoxicidade dos peptídeos Antioxidin-I (A) e PaT-2 (B) em espermatozoides frescos. Grupos: 

DMEM (espermatozoides em meio DMEM); Tx-100 (espermatozoides com Triton – X100 a 0,5%); AnT 

200 - 12,5 (espermatozoides em meio DMEM suplementado com Antioxidin-I nas respectivas 

concentrações) e PaT 200 – 12,5 (espermatozoides em meio DMEM suplementado com PaT-2 nas 

respectivas concentrações). # Diferença estatística significativa comparado com DMEM (p<0000,1). 

 

3.4.        Atividade antioxidante na motilidade espermática 

Na avaliação da motilidade pós-descongelamento, o Antioxidin-I demonstrou 

resultados significativos nos valores de motilidade progressiva (figura 11). O peptídeo, 

em suas maiores concentrações já validadas em estudos anteriores pela intensa atividade 

antioxidante, preservou motilidade progressiva significativamente (70). Em específico, 

destaca-se o nível da motilidade progressiva do grupo com 200 µM de Antioxidin-I 

semelhante ao grupo fresco e o efeito superior na preservação motilidade progressiva 

comparado ao grupo com 100 µM do mesmo peptídeo com diferença estatística 

significativa (p<0,0001). O peptídeo PaT-2, em ambas as concentrações, não demonstrou 

atividade satisfatória na recuperação da motilidade progressiva pós descongelamento 

(figura 11). 
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Figura 11- Avaliação de peptídeos antioxidantes na motilidade espermática pós-descongelamento. Grupos: 

fresco (amostra processada sem tratamento); congelado (amostra processada e congelada sem tratamento); 

AnT 200 – 100 (amostra processada e congelada com tratamento com as respectivas concentrações de 

Antioxidin-I) e PaT 200 – 100 (amostra processada e congelada com tratamento com as respectivas 

concentrações de PaT-2). Diferença estatística significativa: **** (p<0000,1) e *** (p<000,1) entre grupos; 

# (p<0000,1) comparado ao grupo fresco 

Esses resultados corroboram com a literatura científica, demonstrando que 

moléculas antioxidantes são capazes de preservar a motilidade progressiva através do 

equilíbrio redox (5, 18, 19, 22, 27, 29). Isso porque o estresse oxidativo, oriundo da 

superprodução de radicais livres, subprodutos da via oxidativa mitocondrial, se intensifica 

durante a criopreservação (35, 36). E, como a mitocôndria tem relação direta com a 

motilidade devido à geração de energia, alternativas antioxidantes capazes de neutralizar 

esses radicais podem evitar danos celulares na organela e preservar seu correto 

funcionamento (78).  

Diante da atividade antioxidante na preservação da motilidade, aliada à 

biocompatibilidade desse peptídeo (Antioxidin-I) em espermatozoides humanos, a 

suplementação dessa molécula revela um potencial biotecnológico promissor como 

alternativa na criopreservação de sêmen com perfil normozoospérmico. Mas não apenas 

limitado a ele, pois amostras astenozoospérmica, que recuperam valores extremamente 

reduzidos ou inexistentes de espermatozoides móveis pós-descongelamento, podem se 

beneficiar desse efeito na motilidade, devido à expressão de proteínas NOX5 e à via de 
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sinalização antioxidante Keap1-Nrf2, fatores interligados ao estresse oxidativo, estarem 

reduzidas nesse perfil seminal menos criotolerante (50, 51, 68). A suplementação 

antioxidante exógena pode trazer possíveis resultados satisfatórios nesses casos de 

desequilíbrio redox através do mecanismo supracitado. Não se limitando a amostras 

criopreservadas, a suplementação do Antioxidin-I pode ser útil em amostras frescas com 

motilidade reduzida, auxiliando as técnicas de reprodução humana assistida nos 

resultados clínicos, uma vez que a motilidade é um fator preditor na fertilidade masculina 

e um aspecto crucial no processo de escolha dos espermatozoides para a injeção 

intracitoplasmática de espermatozoide – ICSI na tentativa de aumentar as chances de 

sucesso do tratamento (39, 40). 

A preservação significativa da motilidade progressiva com Antioxidin-I sugere 

um efeito protetor robusto contra os danos oxidativos associados à criopreservação. Essa 

proteção pode ser atribuída à capacidade do peptídeo de neutralizar radicais livres e 

estabilizar a função mitocondrial. Além disso, a ausência de um efeito similar no peptídeo 

PaT-2 pode indicar diferenças no mecanismo de ação antioxidante entre os compostos.  

3.5.        Atividade antioxidante na integridade do DNA espermático 

Os dados mostram que, embora ambos os peptídeos tenham reduzido a 

fragmentação do DNA em relação ao grupo congelado, essa redução não foi 

estatisticamente significativa (p>0,05), conforme figura 12A. isso pode sugerir que, ao 

contrário da motilidade, a integridade do DNA pode depender de fatores adicionais além 

do equilíbrio redox, bem como a estabilidade da cromatina espermática, a eficiência do 

sistema de reparo celular pós-descongelamento e outros mecanismos celulares ainda 

desconhecidos (79). Estudos prévios indicam que o estresse oxidativo é um fator chave 

na fragmentação do DNA (5, 17, 21, 25, 26, 28, 29), mas sua modulação pode não ser o 

suficiente para reverter completamente o dano induzido pela criopreservação.  

Diante a limitação técnica do número de participante no estudo experimental (n 

= 1) e como esse número amostral (pequeno) possui um viés na análise estatística do valor 

de p, realizou-se análise do tamanho de efeito entre os grupos para observar a magnitude 

da intervenção. Segundo Cohen et al (1988), a interpretação sobre o tamanho de efeito 

deve se feita através da luz da literatura de pesquisas relevantes, mas, seguindo a seguinte 

diretriz: d = 0,20 (efeito pequeno), d = 0,50 (efeito médio) e d = 0,80 (efeito grande) (80). 
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Os resultados da comparação do tamanho de efeito entre os grupos (congelado vs AnT 

100 = 0,88; congelado vs AnT 200 = 0,56; congelado vs PaT-2 100 = 0,66 e congelado 

vs PaT 2 100 = 0,60) demonstraram que, apesar do valor de p não ser significativo (Figura 

12A), a magnitude do efeito da intervenção antioxidante na preservação do DNA 

espermático foi de média a grande para ambos os peptídeos testados (Antioxidin-I e PaT-

2), conforme a diretriz supracitada. Isso demonstra que o efeito antioxidante impactou 

positivamente e, além disto, sugere que com o aumento populacional do estudo, o valor 

de p possa atingir valores de diferença estatística significativa. 

 

 
Figura 12 – (A) Avaliação de peptídeos antioxidantes na integridade do DNA pós-descongelamento. 

Grupos: fresco (amostra processada sem tratamento); congelado (amostra processada e congelada sem 

tratamento); AnT 200 – 100 (amostra processada e congelada com tratamento com as respectivas 

concentrações de Antioxidin-I) e PaT 200 – 100 (amostra processada e congelada com tratamento com as 

respectivas concentrações de PaT-2). (B) Espermatozoides analisados por microscopia de luz, evidenciando 

células com DNA fragmentado (sem halo ao redor da cabeça) e células íntegras (com halo ao redor da 

cabeça). Diferença estatística significativa: # (p<0000,1) comparado ao grupo fresco. 

Outras análises a partir desse resultado, comparado aos resultados vistos em 

outros estudos da literatura, é o valor de fragmentação do grupo congelado sem 

tratamento. Em estudos que compararam grupo congelado sem tratamento com grupo 

congelado com tratamento, listados no capítulo I, mais de 70% mostraram que os níveis 

de fragmentação do DNA no grupo congelado sem tratamento ultrapassaram 25% de 

fragmentação. Esse valor médio é amplamente utilizado como valor de corte, 
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diferenciando homens inférteis (>25% de fragmentação) de férteis (fragmentação <25%) 

(60). Entretanto, apesar da individualidade dos ejaculados utilizados nos estudos da 

literatura e nesta pesquisa experimental, todos possuem um perfil normozoospérmico 

definido com maior capacidade de criotolerância. Entretanto, o nível de fragmentação do 

voluntário da pesquisa não ultrapassou os 15% de fragmentação no grupo congelado sem 

tratamento. Diante disso, podemos discutir que, apesar de todas as amostras possuírem 

um padrão seminal normozoospérmico, o perfil de criotolerância pode ser diferente 

conforme o enquadramento dos pacientes nos diferentes percentis (tabela 2). Sendo 

assim, valores globais para avaliação de forma não individualizada podem ser um fator 

limitante na compreensão sobre infertilidade.  
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4. Conclusão 

Este estudo experimental demonstrou um interessante potencial biotecnológico do 

peptídeo Antioxidin-I na preservação da motilidade progressiva de espermatozoides 

humanos após criopreservação com biocompatibilidade satisfatória, demonstrando 

segurança e eficácia na suplementação antioxidante. 

O Antioxidin-I demonstrou um promissor efeito na preservação da motilidade 

espermática, com potencial aplicação na criopreservação de sêmen humano em bancos 

de sêmen e em tratamento de fertilização in vitro como ICSI, inseminação artificial e 

fertilização in vitro clássica. Essa abordagem pode beneficiar pacientes com amostras 

nosmozoospérmicas e, possivelmente, aqueles com astenozoospermia, ao melhorar a 

recuperação da motilidade, seja em amostras congeladas ou frescas. 

Estudos adicionais devem explorar combinações de Antioxidin-I com outros 

antioxidantes ou crioprotetores, buscando aprimorar a preservação da integridade do 

DNA espermático. Além disso, a avaliação de sua aplicabilidade em diferentes perfis 

seminais e maior número de voluntários pode ampliar sua relevância clínica. 

A heterogeneidade das respostas entre os grupos tratados indica a necessidade de 

estratégias individualizadas na suplementação antioxidante. O perfil seminal do paciente 

pode influenciar diretamente a eficácia desses compostos, sugerindo que protocolos 

personalizados de criopreservação poderiam otimizar os resultados pós-

descongelamento. 
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