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Resumo 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a adição de antioxidantes no processo de 

criopreservação de sêmen bovino, a partir de testes complementares (motilidade e vigor 

espermáticos pós – criopreservação, teste de termorresitência rápido, integridade de 

membranas plasmática e acrossomal, estresse oxidativo e morfologia espermática) e na 

fecundação in vitro (FIV). Para tanto, o ejaculado de nove animais foram divido em 

quatro frações, correspondente a cada tratamento, sendo estes: grupo controle – sêmen 

diluído com extensor Tris – gema; grupo vitamina – sêmen diluído em Tris – gema 

acrescido de 2,5 mM/mL de vitamina C; grupo glutationa – sêmen diluído em Tris – 

gema acrescido de 2,5 mM/mL de glutationa reduzida e o grupo associado – sêmen 

diluído em Tris – gema acrescido de vitamina C e glutationa reduzida com metade das 

concentrações (1.25mM/mL). Posteriormente o sêmen foi envasado em palhetas 

francesas e submetidas a criopreservação utilizando equipamento automatizado TK-

3000®. Para FIV, ovários de abatedouros foram aspirados para obtenção dos oócitos 

grau I e II. Estes foram submetidos à maturação in vitro (MIV), seguida de fertilização 

in vitro (FIV) onde cada gota contendo os oócitos maturados, foi adicionada o sêmen 

capacitado correspondente a cada tratamento. A taxa de fecundação foi atribuída de 

embriões divididos em dois ou mais blastômeros. Houve diferença estatística (P< 0,05) 

na motilidade espermática para o grupo associado, contudo para vigor espermático os 

grupos não diferiram, o mesmo ocorreu para integridade de membrana plasmática e 

acrossomal. O grupo associado apresentou maior percentual de células com estresse 

oxidativo (P< 0,05) e menores percentuais de defeitos espermáticos maiores. O grupo 

glutationa apresentou maior taxa de fecundação (P< 0,05). Dessa forma, concluiu-se 

que a associação da vitamina C e glutationa reduzida favoreceu a motilidade 

espermática pós descongelação, porém os antioxidantes não apresentaram efeito 

preventivo quanto aos danos estruturais sofridos pelas membranas plasmáticas. E que 

associação dos antioxidantes proporciona maior estresse oxidativo e o uso de glutationa 

reduzida garante maior capacidade fecundante. 
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Abstract 

The aim of this study was to evaluate the addition of antioxidants in cryopreservation 

process of bovine semen, from complementary tests (stamina and sperm motility post 

thawing, quick thermos-resistance test, acrosomal and plasma membranes integrity, 

oxidative stress and sperm morphology) and in in vitro fertilization (IVF). Therefore, 

the ejaculate from nine animals was divided in four fractions, corresponding to one 

treatment each, these being: control group – semen diluted in Tris – yolk; vitamin group 

– semen diluted in Tris – yolk plus 2.5 mM/mL of vitamin C; glutathione group – 

semen diluted in Tris – yolk plus 2.5 mM/mL of reduced glutathione and associated 

group – semen diluted in Tris – yolk plus half of the concentration (1.25 mM/mL), later 

the semen was packed into french straws and submitted to cryopreservation through an 

automatized equipment, TK 3000®. For IVF, ovaries from slaughterhouses were 

aspirated to obtain oocytes grades I and II. These were submitted to in vitro maturation 

(IVM) followed by IVF; where each drop containing the matured oocytes, was 

combined with the capacitated semen, corresponding to each treatment. Fertilization 

rate was assigned to embryos divided into two or more blastomeres. There was 

statistical difference (P< 0.05) for sperm motility for the associated group, however the 

groups didn’t differ for sperm stamina, the same occurred to acrosomal and plasma 

membranes integrity. The associated group showed higher percentage of cells with 

oxidative stress (P< 0.05) and smaller percentage for major sperm defects. Glutathione 

group showed higher fertilization rate (P< 0.05). Therefore, we can conclude that the 

association of vitamin C and reduced glutathione favored sperm motility post thawing, 

however, the antioxidants didn’t show a preventive effect about the structural damage 

suffered by plasma membranes. And that the association of the antioxidants provides 

higher oxidative stress and the use of reduced glutathione guarantees increased 

fertilizing capacity. 

 

Key words: cleavage, reactive species of oxygen, sperm 
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 1 

1. Introdução  2 

As biotecnologias da reprodução como refrigeração, criopreservação de sêmen e 3 

inseminação artificial são utilizadas há bastante tempo em várias espécies de animais, 4 

principalmente as de interesse comercial (MESSIAS, 2000). A congelação do sêmen é 5 

uma biotécnica reprodutiva de grande importância para a indústria da produção animal, 6 

uma vez que rompe a barreira tempo-espaço pela preservação da viabilidade dos 7 

espermatozoides, possibilitando o transporte e o armazenamento do material genético 8 

(SILVA et al., 2012).  9 

Esta por sua vez, tem sido amplamente utilizada para aumentar o potencial 10 

reprodutivo de touros de alto valor genético, sendo ferramenta imprescindível em 11 

programas de inseminação artificial, transferência e produção de embriões in vitro. O 12 

uso do sêmen congelado permite rápido avanço genético dos rebanhos comerciais, 13 

permitindo a escolha de reprodutores que melhor atendam às necessidades de produção 14 

(LEITE et al., 2011). 15 

Porém, a criopreservação de sêmen é um processo de grande estresse celular, 16 

pois a sua diluição promove a redução da concentração de antioxidantes, resultando no 17 

desequilíbrio entre oxidantes e antioxidantes, e, consequentemente, no estresse celular 18 

(BILODEAU et al., 2000), impondo aos espermatozoides condições extremamente 19 

desfavoráveis à manutenção de sua viabilidade. Inúmeros trabalhos propõem que a 20 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e a capacidade oxidativa do sêmen 21 

potencializam os efeitos prejudiciais da criopreservação de sêmen (BUSTAMANTE – 22 

FILHO, 2006). 23 

O termo, espécies de oxigênio reativas (ROS), se refere aos radicais livres ou 24 

espécies de oxigênio ativas, tais como, radical livre superóxido, radical hidroxila, 25 

peróxido de hidrogênio (que não é um radical livre, mas um metabólito do oxigênio 26 

extremamente deletério) e oxigênio singlete, que podem causar injúria oxidativa em 27 

membranas lipídicas, proteínas transmembranas e carboidratos, danificando ácidos 28 

nucléicos e despolimerizando ácidos hialurônicos (OCHSENDORF, 1999). Nos 29 

espermatozoides, especificamente, o ROS ocasiona danos estruturais ao acrossoma, a 30 

cabeça e a parte intermediária, como também dá início a apoptose e induz a 31 

fragmentação de DNA (CASTRO, 2010). 32 
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O estresse oxidativo é um desequilíbrio entre a concentração de antioxidantes 33 

em relação à concentração de radicais livres, este fenômeno ocorre, geralmente, devido 34 

à produção de ROS (NICHI, 2003). O conhecimento sobre os danos oxidativos 35 

causados às células espermáticas decorrentes do desequilíbrio entre as concentrações 36 

fisiológicas de oxidantes e antioxidantes, resultantes do aumento da produção de ROS 37 

ou da redução da capacidade antioxidante total do sêmen, pode fornecer importantes 38 

informações para melhorar a viabilidade espermática pós-congelação (GUERRA et al., 39 

2004). 40 

Na produção in vitro os efeitos deletérios dos ROS também são observados 41 

levando a uma lipoperoxidação da membrana plasmática dos gametas femininos e em 42 

consequência acarreta na perda da produção e redução da fertilidade in vitro. Segundo 43 

Borges (2008), o uso de antioxidantes nos diluidores pode aumentar as taxas de 44 

clivagem e, consequentemente, de blastocistos. 45 

Dessa forma, a adição de antioxidantes nos meios de criopreservação de sêmen é 46 

uma alternativa promissora, pois eles se caracterizam por ser a principal defesa contra o 47 

estresse oxidativo induzido por ROS, onde sua atuação consiste em fornecer hidrogênio 48 

ao radical livre, estabilizando-o (CASTRO, 2010). Basicamente para os 49 

espermatozoides, exerce função de preservar a sua motilidade e a sua habilidade na 50 

capacitação e reação acrossomal (GUERRA et al., 2004). Assim, o presente trabalho 51 

tem como objetivo avaliar a adição de antioxidantes no processo de criopreservação de 52 

sêmen bovino, a partir de testes complementares e fecundação in vitro. 53 

 54 

 55 

 56 

 57 

 58 

 59 

 60 

 61 

 62 
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 64 

 65 

 66 

 67 

 68 
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2. Revisão de Literatura 69 

 70 

2.1. Espermatozoide e membranas plasmáticas 71 

A espermatogênese, processo de formação das células espermáticas, promove a 72 

diferenciação celular das espermatogônias com sucessivas divisões mitóticas e 73 

transformações citológicas seguida de uma divisão meiótica formando os 74 

espermatócitos. Na base dos túbulos seminíferos, os espermatócitos sofrem divisão 75 

meiótica resultando nas espermátides arredondadas, estas células se diferenciam e são 76 

liberadas no lúmen dos túbulos, originando os espermatozoides (BARTH e OKO, 77 

1989). 78 

A espermatogênese está intimamente associada com a secreção dos esteroides, 79 

gonadotrofinas e fatores de crescimento, como também ao suprimento de energia às 80 

células responsáveis pela mobilidade, fornecidas pelas células de Sertoli (BARTH e 81 

OKO, 1989; MARTIN-du PAN e CAMPANA, 1993).  82 

Os espermatozoides, morfologicamente, são divididos em cabeça e flagelo com 83 

uma porção central denominado de peça intermediária. A cabeça exerce função de 84 

penetrar os oócitos e depositar os cromossomos, enquanto que o flagelo permite a 85 

motilidade, para percorrer o trato reprodutivo. Já a peça intermediária é responsável pela 86 

liberação de energia em forma de ATP para célula (MORTIMER, 1997).   87 

Os espermatozoides são cobertos por membranas, que se diferenciam de acordo 88 

com sua localização (FLESH e GODELLA, 2000), sendo estas a nuclear, mitocondrial, 89 

acrossomal e plasmática. As membranas são compostas por lipídios e proteínas, e suas 90 

principais funções são metabolismo celular, motilidade espermática, reação acrossomal, 91 

capacitação e fecundação do oócito (LENZI et al, 1996; PENA et al., 2005).    92 

A composição das membranas plasmáticas foi primeiramente descrita por Singer 93 

e Nicholson em 1972. Contudo, somente em 1982, Houslay e Stanley, descreveram a 94 

estrutura das mesmas, as quais são formadas por moléculas anfipáticas, compostas por 95 

fosfolipídios, tendo no meio destas as proteínas integrais e periféricas (HAMMESTERD 96 

et al, 1990; NOLAN e HAMMESTERD, 1997). A homeostase celular está intimamente 97 

correlacionada com a integridade das membranas plasmáticas, atuando como barreira 98 

dos meios intra e extracelular (AMMAN e PICKET, 1987).  99 

No núcleo, encontra-se a cromatina, a qual possui o material genético, DNA, 100 

fundamental para a formação do novo indivíduo (BARTH e OKO, 1989; MILLER et al, 101 

2005). 102 
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A membrana mitocondrial encontra-se na porção anterior das fibras densas do 103 

axonema, constituinte da peça intermediária, sendo recobertos por uma cápsula 104 

mitocondrial com função de proteger as organelas dos espermatozoides (OTANI et al, 105 

1988; URSINI et al, 1999). Basicamente, a função das mitocôndrias é de fornecer ATP, 106 

sendo a energia importante para manter o estado ordenado do organismo vivo 107 

(SCHAFER e BUETTNER, 2001), como também garantir a fecundação dos oócitos, 108 

segundo Anderson e Dixson (2002). Estudos em humanos comprovam que defeitos na 109 

estrutura mitocondrial comprometem a motilidade espermática, como também a 110 

concentração (Amaral et al, 2007 e 2013).  111 

As mitocôndrias são as principais formadoras das espécies reativas de oxigênio 112 

(ROS) na cadeia transportadora de elétrons (BOVERIS e CHANCE, 1973). Alguns 113 

autores acreditam que a formação se dá pela diaforase espermática (uma oxidoreduzida 114 

NADPH-dependente), localizada na peça intermediária do espermatozoide e integrada à 115 

cadeia respiratória mitocondrial (GAVELLA e LIPOVAC, 1992). A função do ROS nas 116 

células espermáticas é de controlar a motilidade, capacitação, reação acrossômica, 117 

hiperativação e capacidade de fecundação. Contudo, a produção exacerbada pode causar 118 

danos oxidativo às células espermáticas (KOTHARI et al, 2010).   119 

O estresse oxidativo nos espermatozoides ocorre devido à membrana 120 

espermática possuir grandes quantidades de ácidos graxos insaturados enquanto que o 121 

citoplasma possui pouca quantidade de enzimas capazes de debelar a ação do ROS 122 

(JEDRZEJOWSKA et al, 2012), levando ao processo de peroxidação lipídica, o que 123 

resulta na perda de suas funções (CHRISTOVA et al., 2004), da integridade do DNA 124 

(BAUMBER et al., 2003), além de depleção de ATP, com perda de motilidade 125 

espermática (De LAMIRANDE et al., 1997). 126 

A membrana acrossomal localiza-se na cabeça do espermatozoide, divide-se em 127 

região acrossomal e pós acrossomal. O acrossoma é formado na diferenciação das 128 

espermátides pelo complexo de Golgi, sendo importante para a fecundação do oócito. 129 

Para a penetração no cumulus oophorus é necessário à reação acrossômica, que permite 130 

a passagem do espermatozoide através da zona pelúcida e posterior ligação com o 131 

oolema do oócito. No acrossoma há enzimas como acrosina, hialuronidase e esterases, 132 

que são importantes para degradação da corona radiata para penetração dos 133 

espermatozoides (EDDY e O’BRIEN, 1994; ICKOWICZ e BREITBART, 2012). 134 

A capacitação espermática é de fundamental importância para penetração nos 135 

oócitos dos mamíferos, sendo modulada pelo próprio espermatozoide em meio 136 
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adequado (HUNTER et al, 1969; ACOTT et al, 1984). Durante a capacitação 137 

espermática ocorrem mudanças na estrutura, como: depleção da relação 138 

colesterol/fosfolipídio na superfície do espermatozoide, aumento da fluidez da 139 

membrana, alterações nas glicosaminoglicanas, entrada e saída dos íons cálcio, 140 

mudanças nas proteínas quinases e aumento do AMP cíclico (WOLFE et al., 1998; 141 

BILODEAU et al., 2000; FLESH e GADELLA, 2000; O’FLAHERTY et al., 2006).   142 

No trato reprodutivo da fêmea a heparina é responsável pela reação acrossômica 143 

no espermatozoide, como também proteínas quinases A, C e a tirosina proteína quinase 144 

(BREITBART, 2003). A albumina também está envolvida na capacitação, atuando na 145 

remoção do colesterol das membranas plasmáticas, tendo o colesterol, como função, o 146 

aumento do pH, que favorece a capacitação espermática (CROSS, 1998). 147 

2.2 Criopreservação de sêmen bovino 148 

A conservação de sêmen foi iniciada por Smith e Polge em 1950, quando 149 

relataram o efeito protetor do glicerol na sobrevivência espermática, após o processo de 150 

criopreservação dos espermatozoides de várias espécies a -79 °C (BRANDÃO et al., 151 

2006).  Lovelock e Bishop em 1959, em seus estudos, comprovaram o uso de 152 

dimetilsulfóxido como agente protetor.  153 

Mais tarde, estudiosos começaram a estudar e entender as crio injúrias causadas 154 

pela criopreservação de sêmen, como o choque frio e o efeito solução, eventos 155 

observados por Mazur et al. (1972). Atualmente, com avanços das biotecnologias ainda 156 

há necessidade de estudos que incrementem o processo de criopreservação de sêmen, 157 

preservando as características seminais das diferentes espécies.   158 

A criopreservação de sêmen, por sua vez, compreende a busca pela suspensão do 159 

metabolismo espermático e a manutenção de suas características por um período longo 160 

de tempo e indeterminado, mantendo a capacidade fecundante dos espermatozoides 161 

(KOMMISRUD et al., 1996). 162 

Segundo Purdy (2006), a criopreservação dos espermatozoides nos mamíferos, é 163 

um processo complexo, que envolve vários fatores na busca de resultados satisfatórios. 164 

Segundo esse autor, para garantir o sucesso no procedimento são necessários 165 

conhecimentos da fisiologia dos espermatozoides das diferentes espécies, como também 166 

utilizar diluidores adequados, conhecer a taxa de resfriamento e descongelamento, a fim 167 

de maximizar a recuperação pós-descongelamento e, consequentemente, melhores taxas 168 

de fertilidade.  169 
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O avanço dessa biotecnologia veio com a descoberta da gema de ovo e do 170 

glicerol como proteção no processo de resfriamento e congelamento espermáticos, 171 

respectivamente (PHILLIPS e LARDY, 1940). Com o passar dos tempos, novas 172 

técnicas foram introduzidas no protocolo de criopreservação a fim de estender as 173 

metodologias dessa biotécnica para diversas espécies (SALAMON, 2000). 174 

O congelamento de sêmen envolve as etapas de resfriamento, desidratação 175 

celular, congelação e descongelação (MEDEIROS et al, 2002). Para uma correta 176 

criopreservação das células espermáticas é necessário à interação entre os diluidores e 177 

essas etapas, na tentativa de diminuir os danos no processo, como: choque frio, 178 

desidratação e cristais de gelo (JASKO, 1994; YOSHIDA, 2000). 179 

Mazur (1984) relata que a célula espermática é desafiada a resistir à temperatura 180 

de -196 oC, contudo o maior obstáculo ocorre quando as células passam pelas 181 

temperaturas intermediárias de 19 oC e 8 oC e -15 oC para – 60 oC. De acordo com 182 

Medeiros et al. (2002), o sucesso da criopreservação ocorre quando há preservação da 183 

fecundação. Dessa forma, busca a manutenção do flagelo para manter a produção de 184 

ATP como também motilidade espermática; do núcleo para preservar o DNA; do 185 

acrossoma para fecundação e o segmento equatorial para permitir a ligação com os 186 

oócitos (HAMMERSTEDT, 1990).  187 

Para a criopreservação das células espermáticas são utilizadas diferentes técnicas 188 

dentre elas destacam-se as programadas ou automatizadas.  Almquist e Wiggins (1973) 189 

foram pioneiros na descrição da técnica automatizada. Contudo, somente em 1979, 190 

Landa e Almquist, estudaram a técnica sobre a qualidade dos espermatozoides 191 

submetidos ao processo de criopreservação. Atualmente, no mercado há inúmeros 192 

equipamentos que realizam o processo do congelamento em diferentes protocolos, com 193 

objetivo de manter a viabilidade espermática pós-descongelamento.  194 

O sêmen criopreservado quando comparado com o fresco possui menor 195 

viabilidade e fertilidade pós-criopreservação, oriundo de lesões celulares que ocorrem 196 

durante o procedimento de congelamento (WATSON, 2000; MEDEIROS et al, 2002). 197 

Ortega et al. (2003), afirmaram que células lesadas e apoptóticas aumentam 198 

consideravelmente no sêmen congelado quando comparado com fresco, 199 

independentemente da técnica utilizada. Cerca de 40 - 50% dos espermatozoides não 200 

sobrevivem ao congelamento, mesmo utilizando protocolos adequados (WATSON, 201 

2000).      202 
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Isto ocorre devido a grande parte dos espermatozoides sofrerem alterações na 203 

funcionalidade, como também na integridade quando submetidas à criopreservação 204 

(HOLT, 2000), resultante ao estresse celular e impondo condições desfavoráveis à 205 

manutenção de sua viabilidade (PURDY, 2006).  206 

Um ponto crítico, que leva a perda irreversível da viabilidade espermática e 207 

cinética dos espermatozoides, segundo Watson (2000), é o choque frio que se define 208 

como o conjunto de alterações ocorridas nas células espermáticas submetidas a uma 209 

queda brusca de temperatura (±38° para 5 °C). Quando os espermatozoides sofrem o 210 

choque térmico eles apresentam movimento circular fechado e anormais, perda de 211 

motilidade acentuada, aumento de permeabilidade da membrana e danos acrossomais 212 

(PICKET e AMANN, 1992). Outro fator é o efeito solução que, segundo Fayn (1980), 213 

consiste na desidratação da célula devido a elevada concentração de soluto que resulta 214 

na modificação do pH que leva a perda da funcionalidade dos espermatozoides.  215 

O choque frio ocorre entre 15 e 5 oC super-resfriam. Consequentemente, a água 216 

e solutos também congelam no meio extracelular, resultando na alteração da 217 

osmolaridade, levando a desidratação do espermatozoide (AMANN e PICKETT, 1987).   218 

Para evitar o choque frio substâncias protetoras são utilizadas nos diluidores, por 219 

exemplo, a gema de ovo e o glicerol. A ação protetora da gema de ovo ocorre de forma 220 

extracelular pela presença das lipoproteínas de baixa densidade (LDL) e alto peso 221 

molecular, sendo o componente de maior proporção na gema de ovo, cerca de 68%, 222 

(WATSON, 1995; ANTON e GANDEMER, 1997), tendo também como função a 223 

estabilização das membranas plasmáticas pela neutralização dos componentes deletérios 224 

existentes no plasma seminal (AURICH, 1997), além de preservar a motilidade 225 

espermática e a integridade do DNA (MANJUNATH et al., 2002; MOUSSA et al., 226 

2002). Já o glicerol tem ação intracelular, apresentando baixo peso molecular, alta 227 

solubilidade e baixa toxidade em concentrações adequadas. Sua ação é reduzir os efeitos 228 

causados pela concentração dos solutos, evitar a formação dos cristais de gelo 229 

intracelular e manter a osmolaridade interna e externa (DALIMATA e GRAHAM, 230 

1997; PEGG, 2002).   231 

A criopreservação de sêmen pode causar injúrias às membranas plasmáticas 232 

(HAMMERSTEDT, 1990), as quais podem ser ocasionadas pela técnica utilizada 233 

durante o congelamento, como: mudança de temperatura, ação dos componentes 234 

presentes no diluidor e a descongelação (WATSON, 1995). 235 
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No intervalo de temperatura, de 20o a 5 oC, ocorrem as principais alterações nas 236 

membranas, como ruptura e perda nos arranjos celulares. Neste intervalo, a membrana 237 

plasmática altera a composição de líquido para gel, acarretando na diminuição da 238 

motilidade e maior permeabilidade. As proteínas integrais, presentes nas membranas 239 

plasmáticas, também podem sofrer modulações durante a criopreservação (WATSON, 240 

1995, WATSON, 2000).   241 

 Durante a congelação de sêmen as membranas mitocondriais também podem ser 242 

danificadas, resultando na condensação e perda de material (JONES e MARTINS, 243 

1973). Quanto aos acrossomas também podem reagir durante a criopreservação, íons 244 

cálcio são liberados culminando com a reação acrossômica precocemente o que resulta 245 

na diminuição da taxa de fecundação com a desnaturação do DNA (PERIS et al., 2004; 246 

SILVA e GADELLA, 2006). 247 

 248 

2.3 Estresse oxidativo e espécies reativas de oxigênio  249 

Espermatozoides criopreservados de mamíferos quando comparados com 250 

espermatozoides frescos, não possuem uma boa fertilidade. Essa redução é decorrente a 251 

menor viabilidade pós-descongelamento, por exemplo, oriunda do choque frio, como 252 

também do estresse osmótico e oxidativo (PEÑA et al, 2003). 253 

O estresse oxidativo é o desequilíbrio causado entre a produção das espécies 254 

reativas de oxigênio (ROS) e da ação protetora do sistema antioxidante responsável por 255 

sua neutralização e remoção (JEDRZEJOWSKA et al, 2012). Nutrição inadequada, 256 

estresse, inflamações leucocitárias causadas por insuficiências de antioxidantes também 257 

podem resultar em estresse oxidativo (ANDRADE et al, 2010), sendo que o esse estrese 258 

causa lesão ao DNA, acelera a apoptose, promove a lipoperoxidação, a diminuição da 259 

mobilidade, o que dificulta a morfologia normal dos espermatozoides, levando a 260 

diminuição destes, ocasionando distúrbios na fecundação e desordens no embrião 261 

(IWASAKI e GAGNON, 1992).  262 

Todos os radicais e não radicais oriundos do oxigênio são considerados ROS, 263 

possuem alta reatividade eletrônica, instabilidade podendo reagir com grande número de 264 

compostos atuando como doadores ou receptores de elétrons (PIERCE et al, 2004; 265 

AGARWAL et al., 2005). Considerados os principais causadores de danos aos 266 

organismos vivos (BERNARD e KRAUSE, 2007).  267 

De acordo com Boveris e Chance (1973), os principais formadores dos ROS são 268 

as mitocôndrias, por meio da cadeia transportadora de elétrons. Nessas organelas, o 269 
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oxigênio sofre redução tetravalente resultando na formação de água. Esse processo 270 

ocorre pela ação da enzima catalisadora, o citocromo oxidase. A ação dessa enzima é 271 

controlar a formação das espécies reativas de oxigênio. No entanto, cerca de 2 a 5% do 272 

oxigênio metabolizado nas mitocôndrias são desviados, sofrendo a redução e originando 273 

os ROS (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004).  274 

Outras fontes formadoras dos ROS são as enzimas NADPH oxidase, que por sua 275 

vez, atuam transferindo os elétrons através das membranas celulares, formando o radical 276 

O2 (GAVELLA e LIPOVAC, 1992; BERNARD e KRAUSE, 2007) e os leucócitos 277 

polimorfonucleares, que também são envolvidos na produção dos ROS (AITKEN et al, 278 

1994).  279 

Entre os ROS, destacam-se o ânion superóxido (O2−), os peróxidos (H2O2) e os 280 

radicais livres da hidroxila (OH), dentre eles o mais reativo e prejudicial. Os ROS são 281 

formados a partir da adição de uma molécula de oxigênio originando o superóxido, o 282 

qual através do processo de dismutação recebe um elétron e dois íons originando o 283 

hidrogênio na forma de peróxido de hidrogênio, e, por fim, quando o peróxido de 284 

hidrogênio recebe mais um elétron e um íon, forma-se o radical hidroxila, (Fig. 1; 285 

NORDBERG e ARNÉR, 2001; SCHNEIDER e OLIVEIRA; 2004). 286 

 287 

Figura 1: Formação das espécies reativas de oxigênioFonte: Nordberg e Arnér (2001) 288 

O radical hidroxila apresenta meia-vida curta e dificilmente é sequestrado in 289 

vivo, caracterizando o ROS mais prejudicial ao organismo, formado por dois 290 

mecanismo: hemólise da água por exposição à radicais ionizantes do superóxido e 291 

reação do peróxido com metais de transição (HALLIWELL et al, 1992). Nas 292 

biomoléculas desencadeia a peroxidação lipídica, atuando na retirada do hidrogênio nos 293 

ácidos graxos polisaturados (NORDBERG e ARNÉR, 2001; ANDRADE et al., 2010).  294 

O ânion superóxido possui baixa reatividade, sendo considerado inativo. 295 

Participa na formação do peróxido de hidrogênio, no processo denominado de 296 

dismutação, reação do sistema redox onde a molécula é oxidada e reduzida ao mesmo 297 

tempo. Sua participação como oxidante é irrelevante quando comparado com os demais. 298 

Contudo, fisiologicamente é indispensável na defesa do organismo contra infecções 299 
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bacterianas, virais e fúngicas (BARBIOR, 1997; HALLIWELL et al, 2000 300 

BARREIROS e DAVID, 2006).  301 

O peróxido de hidrogênio, percussor do radical hidroxila, tem como principal 302 

função, a penetração nas membranas biológicas (HALLIWELL, 1991). No organismo é 303 

formado pelo ânion superóxido através da dismutação. O peróxido de hidrogênio é 304 

eliminado principalmente pelas células, sendo que a catalase e a glutationa também 305 

exercem essa função (HALLIWELL et al, 2000).  306 

Os espermatozoides produzem naturalmente os ROS, e essa produção controlada 307 

é importante para sobrevivência e funcionalidade dos espermatozoides, tendo influência 308 

direta na fertilidade (BILODEU et al, 2000). O’FLAHERTY et al, (2003) em estudos 309 

com sêmen bovino, comprovaram que pequenas quantidades de ânion de hidrogênio e 310 

peróxido são importantes para capacitação espermática, reação acrossomal, 311 

hiperativação da motilidade e ligação dos gametas.   312 

Outras funções benéficas é a contribuição para motilidade espermática, 313 

estabilidade da bainha mitocondrial, atuando como segundo mensageiro e sinalizadores 314 

de moléculas (SCHRECK et al, 1991; JEDRZEJOWSKA et al, 2012). Dados de 315 

Lamirande e Gagnon, (1993), em estudo com humanos, evidenciaram a relação entre a 316 

capacitação espermática e O2
-, observando aumento na concentração de O2

- ocasionando 317 

a hiperativação e a capacitação espermática.   318 

Beorlegui et al. (1997), em estudos com sêmen bovino, relataram uma 319 

correlação entre os ROS e a motilidade espermática. Onde ejaculados com menor 320 

motilidade e vigor espermáticos apresentavam maior lipoperoxidação, tendo menor 321 

capacidade fecundante, enquanto espermatozoides com maior integridade de 322 

membranas plasmáticas tiveram maior capacidade fecundante. 323 

Em 1943, John MacLeod observou que espermatozoides incubados em altas 324 

tensões de oxigênio apresentaram perda abrupta de motilidade, sugerindo que essa 325 

diminuição foi devido à reação do peróxido de hidrogênio (BAKER e AITKEN, 2004). 326 

Fisher e Aitken (1997), em estudos em humanos evidenciaram que os ROS são 327 

produzidos desde os primeiros estágios de desenvolvimento das células germinativas 328 

masculinas. Posteriormente, Aitken (1999), descobriu que estes são responsáveis pela 329 

proliferação das células das espermatogônias, na condensação da cromatina do 330 

espermatozoide e manutenção do equilíbrio das células germinativas.  331 

Um desequilíbrio na formação e eliminação do ROS nos espermatozoides resulta 332 

em danos as células espermáticas.  Isso ocorre devido à membrana espermática possuir 333 
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grandes quantidades de ácidos graxos insaturados enquanto que o citoplasma possui 334 

pouca quantidade de enzimas capazes de debelar a ação do ROS (JEDRZEJOWSKA et 335 

al, 2012), levando ao processo de peroxidação lipídica, resultando na perda de suas 336 

funções (CHRISTOVA et al., 2004) e da integridade do DNA (BAUMBER et al., 337 

2003), além de depleção de ATP e perda de motilidade espermática (De LAMIRANDE 338 

et al., 1997).  339 

Estudos também comprovam que os espermatozoides com comprometimento na 340 

sua morfologia e espermatozoides mortos produzem grandes quantidades de ROS 341 

(ENGEL et al, 1999). Estudos em humanos comprovam que células imaturas e com 342 

resíduos citoplasmáticos produzem maiores quantidades de ROS (GOMEZ et al, 1996; 343 

AZIZ et al, 2004). 344 

A peroxidação lipídica ocorre quando os ROS abstraem um átomo de hidrogênio 345 

das cadeias dos ácidos graxos insaturados, presentes em grande quantidade nos 346 

espermatozoides (HALLIWELL e GUITTERIDGE, 1991). As etapas da peroxidação 347 

lipídica são divididas em iniciação, propagação e terminação (HALLIWELL e 348 

GUTTERIDGE, 1999). Iniciada quando os carbonos reagem com o oxigênio resultando 349 

no radical peroxila, tendo como função o sequestro do hidrogênio, levando a uma 350 

sequência de oxidação dos ácidos graxos presentes nas membranas (JIALAL e 351 

GRUNDY, 1992). 352 

Os principais efeitos da peroxidação lipídica no organismo correspondem à 353 

perda da funcionalidade da barreira entre o meio extra e intracelular, consequentemente, 354 

desestabilização das membranas e funcionalidade das células (KUHN e BORCHERT, 355 

2002).  Nos espermatozoides, a peroxidação lipídica é responsável por injúrias nas 356 

membranas plasmáticas, resultando na perda da fluidez, o que dificulta a regulação da 357 

entrada de íons responsáveis pela mobilidade do espermatozoide, que por fim, resultará 358 

na dificuldade de penetração no oócito (AITKEN e KRAUSZ, 2001). De acordo, com 359 

Maia e Bicudo (2009), existe uma correlação positiva entre a peroxidação lipídica, 360 

motilidade e morfologia espermática, essa relação pode ser minimizada pelo uso de 361 

antioxidantes aos diluentes. 362 

2.4 Antioxidantes 363 

Os antioxidantes são compostos que regulam, removem e minimizam a 364 

formação de ROS ou bloqueiam suas ações (SIKKA, 2004; MANEESH e 365 



 
 

28 
 

JAYALEKSHMI, 2006), evitando o início ou a propagação das reações em cadeia de 366 

oxidação (DEGÁSPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004). 367 

Para evitar o estresse oxidativo, a célula possui um sistema de defesa enzimático 368 

e não enzimático composto por substâncias de baixo peso molecular, interagindo contra 369 

os ROS. Tendo como principal tríade enzimática o superóxido dismutase, catalase e 370 

glutationa nas formas, peroxidase e reduzida, além das peroxiredoxinas. Os não 371 

enzimáticos incluem: as vitaminas C e E, diferentes compostos de selênio, ubiquinonas 372 

(coenzima Q), ácido úrico e ácido lipóico (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; 373 

NORDBERG e ARNÉR,2001; JEDRZEJOWSKA et al., 2012). 374 

O mecanismo de defesa dos antioxidantes corresponde ao processo de 375 

prevenção, intercepção e de reparação. A prevenção corresponde à inibição da produção 376 

de ROS, enquanto que a intercepção envolve a interrupção da reação em cadeia dos 377 

oxidantes e a reparação não é observada nos espermatozoides devido ao carente sistema 378 

enzimático (AGARWAL e SALEH, 2002). 379 

O superóxido dismutase é responsável pela formação do peróxido de hidrogênio 380 

através do processo de dismutação (NORDBERG e ARNÉR, 2001). Estão presentes 381 

tanto intra quanto extracelularmente. O intracelular está na forma de superóxido 382 

dismutase aderidas aos radicais, cobre ou zinco, localizados principalmente no 383 

citoplasma. Já na forma extracelular, o superóxido dismutase ligado ao manganês, 384 

encontra-se na mitocôndria (PEKER et al, 1997).   385 

 386 

 387 
 388 
 389 

Figura 2: Reação de dismutação do radical superóxido. Fonte (adaptado): Nordberg e Arnér, 2001.   390 

A catalase é importante na reação do peróxido de hidrogênio em oxigênio e 391 

água. Formada na próstata, estando presente no plasma seminal. Como oxidante evita a 392 

formação do radical, hidroxila. Tendo também como função, a capacitação espermática 393 

induzida pelo óxido nitroso (LAMIRANDE et al, 1997; NORDBERG e ARNÉR, 2001; 394 

ŚCIBIOR e CZECZOT, 2005).  395 

 396 

 397 

Figura 3: Ação da catalase sobre o peróxido de hidrogênio. Fonte: Nordberg e Arnér, 2001. 398 
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A glutationa, em mamíferos, está presente pelo menos em quatro formas 399 

(URSINI et al, 1995), enzima selênio – dependente, tendo como precursor o N-acetil-400 

cisteína que, por sua vez, é a forma estável do aminoácido essencial, cisteína. A 401 

glutationa é caracterizada bioquimicamente como tiol tripeptídeo intracelular mais 402 

abundante, com concentrações variando entre 0,1 a 10 mM, tendo na sua estrutura 403 

molecular, o enxofre (SCHROEDER et al., 1996; LUBERDA, 2005, 404 

JEDRZEJOWSKA et al, 2012). 405 

Quanto à função antioxidativa, a glutationa é responsável pela reconstrução dos 406 

grupos tiol (-SH), em proteínas, que podem ser eliminados durante o estresse oxidativo, 407 

como também proteger as membranas celulares da oxidação de lipídios impedindo a 408 

formação de oxigênio livre (LENZI et al, 1994).  A atuação da glutationa no organismo 409 

ocorre pela degradação, reduzindo o efeito do peróxido de hidrogênio (FERREIRA e 410 

MATSUBARA, 1997; ALVAREZ e MORAES, 2006). São importantes no 411 

metabolismo das prostaglandinas, leucotrienos, síntese de desoxirribonucleotídeos, 412 

estocagem, transporte de cisteína, função imune e proliferação celular. A catalase e a 413 

glutationa são os principais eliminadores enzimáticos de ROS (LUBERDA, 2005). 414 

 415 

 416 

 417 

 418 

 419 

Figura 4: Metabolismo da glutationa. (2) Eliminação do peróxido de hidrogênio (4) Redução (5) reação 420 

sobre os ROS. Fonte: Brody (1999). 421 

A glutationa reduzida é a mais abundante no meio extracelular (MEISTER e 422 

ANDERSON, 1983). A capacidade redutora é fornecida pelo grupamento – SH advindo 423 
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da cisteína, tendo como função: proteger a célula contra lesões causadas pelos íons de 424 

ferro, oxigênio, radiação e luz ultravioleta, como também exercer o transporte da 425 

cisteína, com eliminação dos produtos da peroxidação lipídica. Ainda participa da 426 

síntese de DNA, proteínas e algumas prostaglandinas (DENEKE e FARBURG, 1989; 427 

SHAN e JONES, 1990; GALLEANO e PUNTARULO, 1995;).   428 

Quando o sêmen é submetido ao processo de criopreservação, após a diluição, 429 

processo comumente utilizado, ocorre à redução na concentração dos antioxidantes. 430 

Nesse processo a glutationa, em bovinos, chega a ser reduzida em até 80%, permitindo 431 

o estresse oxidativo (BILODEAU et al., 2000; GADEA et al., 2004; GADEA et al., 432 

2007).  433 

A glutationa peroxidase, inicialmente descrita por Mills (1957), 434 

bioquimicamente, atua sobre os peróxidos, principalmente o de hidrogênio 435 

(NORDBERG e ARNÉR,2001). Nos espermatozoides a glutationa encontra-se em 436 

abundância nas mitocôndrias (MARKLUND et al, 1982; PEEKER et al., 1997). Alvarez 437 

e Moraes (2004) evidenciaram que a glutationa peroxidase-4 exerce funções 438 

importantes nas células espermáticas. Essa enzima age com o peróxido de hidrogênio 439 

protegendo as células dos danos oxidativo e ativa a espermátide, atuando como proteína 440 

estrutural (VAISBERG et al, 2005; FLOHÉ et al, 2007). 441 

Para os espermatozoides a glutationa melhora a motilidade, impede os danos 442 

oxidativo ao DNA, entretanto um déficit de glutationa pode levar a instabilidade da peça 443 

intermediária dos espermatozoides, resultando em um distúrbio da motilidade 444 

espermática (OEDA et al, 1997). 445 

O ácido ascórbico ou Vitamina C, no organismo encontra-se na forma de 446 

ascorbato, é uma micromolécula solúvel, localizado nos compartimentos aquosos dos 447 

tecidos orgânicos (SIES e STHAL, 1995; HALLIWELL, 1999), sendo que a 448 

concentração no plasma seminal, é cerca de 10 vezes mais elevada quando comparada 449 

com o soro sanguíneo (JEDRZEJOWSKA et al, 2012). No organismo apresenta-se em 450 

duas formas: reduzida ou oxidada, na forma de deidroascórbico (WELCH et al, 1995).  451 

 452 

Figura 5: Estrutura da Vitamina C. Fonte: SIES e STHAL (1995).  453 
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Sua principal função antioxidativa constitui na inibição da peroxidação lipídica 454 

através da ação dos íons Fe2+ e Cu1+ (HALLIWELL, 1999), atuando de duas maneiras 455 

sobre a peroxidação lipídica: 1 – no soro sanguíneo, na prevenção da reação com os 456 

ROS; 2 – restauração, fornecendo hidrogênio (BUETTNER, 1993, FERREIRA e 457 

MATSUBARA, 1997). Além de atuar em conjunto com as hidroxilas, H2O2, hipoclorito 458 

(ClO˙), OH˙ e radical peroxil (OOH˙) (VASCONCELOS et al., 2007). 459 

Tem potencial de proteção tanto no citosol quanto nas membranas celulares 460 

atacadas pelos ROS. No citosol, atua como antioxidante primário, eliminando-os e nas 461 

membranas, reduz o radical tacoferol (SCARPA et al, 1984; MEHLHORN et al, 1989).  462 

Nos espermatozoides a vitamina C, presente nos testículos, protege o DNA 463 

contra os danos do ROS, contribui na espermatogênese. Tendo uma relação íntima com 464 

a glutationa, onde nos testículos pela ação da glutationa reduzida permanece reduzida na 465 

forma de desidroascorbato dependente (FRAGA et al, 1991, NAYANATARA et al, 466 

2008). Deficiência de vitamina C resulta no estresse oxidativo, que irá afetar a 467 

espermatogênese e produção de testosterona (VIJAYPRASAD et al, 2014).  468 

No diluidor, o ácido ascórbico pode impactar sobre o desempenho dos 469 

espermatozoides, reduzindo os danos celulares através de sua contínua ação radical-470 

eliminação (BECONI, 1993). Em relação ao macho, estudos comprovam que a baixa 471 

concentração de Vitamina C no sêmen resulta em diminuição da concentração 472 

espermática, aumento de patologias espermáticas e redução de motilidade (DAWSON 473 

et al., 1990; LUCK, 1994). 474 

Alguns estudos comprovam o efeito benéfico da vitamina sobre o sêmen das 475 

diferentes espécies. Asadpour et al. (2011), em estudos com sêmen criopreservado em 476 

citrato-gema acrescido de Vitamina C (1 mM/mL) e E (0,1 mM/mL) evidenciaram que 477 

houve diminuição da peroxidação lipídica quando comparado com o grupo controle. 478 

Zhao et al., (2015), em estudo com sêmen de bovinos da raça Quinchuan criopreservado 479 

com acréscimo ao diluidor de vitamina E e C associados, evidenciaram que o grupo 480 

tratado com 7 mg/mL de vitamina C e 0,1 UI/mL de vitamina E, apresentou melhores 481 

resposta de motilidade espermática, integridade de acrossoma, e atividade de glutationa 482 

reduzida e superóxido dismutase. Castilho et al, (2009), em estudo com caprinos, 483 

afirmam que o uso de vitamina C preserva as membranas espermáticas e sua 484 

viabilidade. 485 

Estudos atuais buscam encontrar a concentração ideal dos antioxidantes para as 486 

diferentes espécies. No intuito de saber a dose que não apresente efeito tóxico e que a 487 
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mesma exerça sua função na célula. Poucos trabalhos evidenciam o efeito benéfico da 488 

glutationa associada com a vitamina C, principalmente na espécie bovina.  489 

Recentemente, Giaretta et al, (2015), evidenciou o efeito positivo da associação 490 

da vitamina C e glutationa, em sêmen de suíno, estes relataram o efeito benéfico da 491 

associação da glutationa e vitamina C (5mM e 100mM, respectivamente) sobre os 492 

parâmetros de viabilidade espermática, integridade acrossômica, motilidade espermática 493 

e estrutura nucleoproteína. 494 

 495 

3. Testes funcionais para avaliação espermática  496 

Vários testes são propostos por diversos pesquisadores a fim de avaliar uma 497 

determinada parte do espermatozoide e, assim, dá uma visão sobre os acontecimentos 498 

que ocorrem durante a fecundação dos oócitos. A avaliação dos parâmetros seminais 499 

sugere informações da produção espermática nos testículos, atividade das glândulas 500 

acessórias e função no trato reprodutivo (TALWAR e HAYATNAGARKAR, 2015). 501 

Nenhum teste isoladamente é capaz de determinar a fertilidade do sêmen. 502 

Contudo, várias características podem avaliar a sua potencialidade (ARRUDA, 2000; 503 

ARRUDA et al., 2004). Os testes laboratoriais usualmente utilizados para determinar a 504 

fertilidade seminal são: motilidade espermática, vigor, concentrações e morfologia 505 

espermáticas, segundo o proposto pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal 506 

(ARRUDA et al., 2004).   507 

Contudo, essas técnicas clássicas de avaliação seminal são ditas como 508 

subjetivas. Assim, fazendo-se necessárias técnicas que diminuam a imprecisão. Partindo 509 

desse pressuposto, várias tecnologias foram desenvolvidas, dentre elas se podem citar: a 510 

avaliação computadorizada do sêmen, o uso de sondas fluorescentes por microscopia de 511 

epifluorecência para avaliação das membranas plasmáticas, avaliação de estresse 512 

oxidativo, uso de citometria de fluxo, avaliação da morfologia espermática por 513 

microscopia de contraste de interferência diferencial (DIC), dentre outras (ARRUDA, 514 

2000; ARRUDA et al., 2004).  515 

A avaliação computadoriza do sêmen (CASA) já é bastante difundida 516 

(VERSTEGEN et al, 2000). O primeiro sistema foi desenvolvido em 1992, que avaliava 517 

os movimentos espermáticos, fornecendo as percentagens dos móveis, velocidade e 518 

percentagem dos progressivos (IGUER- OUADA e VERSTEGEN, 2001). O CASA, 519 

resumidamente, tem como função digitalizar imagens dos espermatozoides em campos 520 
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distintos, analisando a cinética individual das células e valores médios da população 521 

total. Quanto à cinética, pelo CASA, é possível avaliar a trajetória dos espermatozoides. 522 

E ao final, esses dados são capazes de precisar o exato movimento de cada 523 

espermatozoide (AMANN e KATZ, 2004). 524 

A citometria de fluxo foi desenvolvida primeiramente por Moldavan em 1934, 525 

era constituída por um tubo capilar com detector fotoelétrico por onde passavam as 526 

células coradas. Mais tarde, Kielland em 1941, desenvolveu outro aparelho baseado nos 527 

dados do Moldavan (BERTHO, 2001), seguido de vários outros pesquisadores que 528 

aperfeiçoaram o equipamento até os padrões de hoje. A citometria permite a 529 

quantificação rápida e sistemática dos espermatozoides (MELAMED et al., 1979), 530 

sendo capaz de avaliar até 10.000 espermatozoides por minuto (ARRUDA, 2000).   531 

A estrutura espermática pode ser avaliada por diferentes técnicas (ARRUDA et 532 

al, 2015), tais como: microscopia óptima com ou sem coloração, por microscopia de 533 

contraste de fase ou por microscopia de contraste de interferência diferencial (DIC), 534 

objetivando detectar os espermatozoides morfologicamente normais (GALLEGO, 535 

2010).  536 

Atualmente a microscopia óptica de fluorescência é amplamente utilizada devido 537 

a sua especificidade e relativa facilidade (MOREIRA e LINS, 2010). Associado a essa 538 

técnica há as sondas fluorescentes que têm como objetivo, avaliar a integridade e 539 

funcionamento das células espermáticas (CELEGHINI et al., 2007). O desenvolvimento 540 

dessa técnica de coloração com fluorocromos permitiu avaliar a integridade das 541 

membranas, com uso de sondas isoladamente ou combinadas (JANUSKAUSKAS e 542 

ZILINSKAS, 2002; GILLAN et al., 2005).   543 

Usualmente as sondas utilizadas para determinar a integridade das membranas 544 

plasmáticas são Iodeto de propídeo (GRANER et al., 1986), Hoechst 33342 e 33258 545 

(CASEY et al., 1993), isotiocionato de fluoresceína conjugado com o PSA – FITC – 546 

PSA (GRAHAM et al., 1990) e iodeto de tetacloro – 547 

tetraetilbenzimidazonilcarbonianina - JC – 1 (GARNER et al., 1997).  Além dessas, 548 

outras sondas também podem ser utilizadas como SYBR-14 (THOMAS et al., 1998), 549 

Rhodamine 123 (REERS et al., 1991), CMXRos (WOJCIKET et al., 2000) e 550 

Mitotracker green FM (GARNER et al., 1995). 551 

A integridade da membrana plasmática pode ser avaliada pelo Iodeto de 552 

propídeo que se liga ao DNA das células mortas (STANDERHOLEN et al., 2014). As 553 

células com membranas plasmáticas lesadas são coradas de vermelho (GARNER et al, 554 
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1996). As sondas Hoechsts 33342 e 33258, com afinidade ao DNA, são classificadas 555 

como bis – benzimidazoles são solúveis em água e possuem baixa toxicidade, sendo 556 

células-dependente. Contudo, a H33258 tem menor permeabilidade na membrana. 557 

Assim, para estudos com espermatozoides a hoechst de eleição é a 33342, que se liga ao 558 

DNA, corando o núcleo de azul (CASEY et al., 1993; JANUSKAUSKAS e 559 

ZILINSKAS, 2002).  560 

Para avaliação da integridade acrossomal há duas categorias de sondas. A 561 

primeira detecta elementos intracelulares acoplados ao acrossoma, a exemplo temos a 562 

lecitinas e anticorpos contra antígenos presente no acrossoma, sendo que lecitinas são 563 

mais usuais, capazes de se ligar a matriz acrossomal ou a membrana externa. Dentro 564 

dessa categoria, destaca-se a sonda fluorescente FITC, sendo esta conjugada ao PSA 565 

(Pisum sativum aglutinina), utilizada para determinar a viabilidade e integridade do 566 

acrossoma de espermatozoides in natura ou criopreservados. Em espermatozoides 567 

danificados, o conjugado cora as células em verde-amarelado (CROSS et al., 1986; 568 

FARLIN et al., 1992; MEIZEL, 1989). A segunda categoria das sondas é a 569 

clortetraciclina e os anticorpos contra antígenos acrossomais externos, sendo menos 570 

utilizada rotineiramente (CROSS et al., 1986).    571 

Para a avaliação do potencial mitocondrial são utilizadas algumas sondas, como: 572 

Rhodamine 123 (REERS et al., 1991), MITO (SILVA et al., 2009) e, em destaque, o 573 

iodeto de tetacloro – tetraetilbenzimidazonilcarbonianina – JC-1 (GARNER et al., 574 

1997). O JC-1 apresenta baixa toxicidade, condições ideias de solubilidade, como 575 

também características fluorescentes (SMILEY et al., 1991). Segundo Arruda et al. 576 

(2007) para penetração e emissão da fluorescência do JC-1 é necessário que a 577 

mitocôndria esteja altamente negativa, podendo emitir a coloração verde ou vermelha, 578 

essa variação depende da concentração final da sonda, onde em altas concentrações 579 

emite coloração vermelha e em baixa concentração emite coloração verde.     580 

Vários estudos demonstraram a eficácia da associação de sondas fluorescentes 581 

(Garner e Johnson, 1995; Harrison e Vickers, 1990; Cansey et al., 1993), onde esta 582 

associação permite a avaliação de várias estruturas das células espermáticas (ARRUDA 583 

et al, 2007).  584 

Celeghini et al. (2007) em estudo buscaram validar uma técnica de fácil 585 

execução e alta repetibilidade para integridade das membranas acrossomal, plasmática e 586 

mitocondrial. Foram testados quatro protocolos de sondas em sêmen bovino. O primeiro 587 

grupo avaliou as sondas PI, FITC-PSA e R123; o segundo grupo as sondas PI, FITC-588 
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PSA e MITO; o terceiro grupo as sondas PI, H342, FITC- PSA e CMXRos; e, por fim, 589 

as sondas PI, H342, FITC-PSA e JC-1. Dentre os protocolos o que apresentou melhor 590 

resposta foi o conjugado de PI, H342, FITC-PSA e JC-1, pois segundo o autor é 591 

possível separar de maneira mais precisa as populações espermáticas com alto e baixo 592 

potencial de membrana mitocondrial. Em estudo similar Andrade et al. (2007), 593 

validaram a técnica de coloração tripla em sêmen suíno (PI, H342, FITC-PSA), tendo 594 

como conclusão que a tripla coloração é eficiente e prática para o sêmen suíno. Vários 595 

outros estudos, utilizando diferentes espécies, comprovam a eficácia e praticidade dessa 596 

técnica: galo (CELEGHINI et al, 2007), carneiros (CELEGHINI et al, 2010), macaco 597 

(ALMEIDA et al., 2012), dentre outras. 598 

 599 

3.1Testes para estresse oxidativo  600 

Vários estudos foram realizados na tentativa de determinar um parâmetro do 601 

estresse oxidativo, onde possam quantificar com confiabilidade o efeito desse processo 602 

sobre a infertilidade (RODRIGUES, 2009). Os ROS podem ser quantificados por 603 

citometria de fluxo, quimiluminescência, espectrofotometria, dosagens 604 

imunocitoquímica e enzimática (AITKEN et al., 2013). Existem também testes que 605 

mensuram de forma indireta a produção das espécies reativas (TBARS), como por 606 

exemplo, método de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico, sendo este proposto 607 

desde 1978 por Buege e Aust, sendo amplamente utilizada (LIMA e ABDALLA, 2001). 608 

O TBARS quantifica o estresse oxidativo de forma indireta a partir de dois 609 

aspectos: (a) pela quantidade de hidroperóxidos, resultante da peroxidação lipídica; (b) 610 

capacidade dos espermatozoides pela ação dos antioxidantes na quebra da reação ou 611 

pela redução dos hidroperóxidos lipídicos e hidroxiácidos estáveis (AITKEN et al., 612 

1993). Apesar da sua praticidade, o TBARS é inespecífico. Pois, muitas outras 613 

substâncias que ocorrem em materiais biológicos também podem reagir com o TBARS 614 

(JANERO, 1990; LIMA e ABDALLA, 2001), além de não diferenciar células vivas de 615 

mortas, como também não determinam a percentagem de células vivas com peroxidação 616 

lipídica (PARTYKA et al, 2011).  617 

Assim, novas metodologias estão sendo propostas para mensuração do estresse 618 

oxidativo. Dentre essas, há o uso de sondas fluorescentes, como por exemplo, a sonda 619 

C11-BODIPY581/591®. Brouwers e Gadella, (2003), evidenciaram que está sonda é um 620 

análogo dos ácidos graxos poli-insaturados presente nas membranas plasmáticas, sendo 621 
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extremamente eficaz, de forma indireta, para mensuração da peroxidação lipídica. 622 

Quando exposto aos ROS, na presença de fluorescência, muda irreversivelmente de 623 

vermelho para verde (PAP et al, 1999; BROUWERS e GADELLA, 2003). Contudo, 624 

avaliação da BODIPY só pode ser realizada por citometria de fluxo (PAP et al, 1999), 625 

inviabilizando o uso em grande escala. 626 

Na busca por métodos alternativos de fácil execução e leitura (ALVES et al, 627 

2015), pesquisas propuseram o uso da sonda fluorescente CellRox Deep Red® para 628 

detecção do estresse oxidativo, sendo esta mensurada pela microscopia de fluorescência, 629 

como também na citometria de fluxo, podendo ser conservada em formaldeído para 630 

posterior análise (LIFETECHNOLOGIES, 2015; GRINBERG et al., 2013). O CellRox 631 

mensura a quantidade de ROS presente no citoplasma, na ausência, fica reduzido e não 632 

emite fluorescência (ALVES, 2015).  Segundo Grinberg et al. (2013) é capaz de 633 

detectar o radical hidroxila e o superóxido, e, frente ao estresse oxidativo, esta sonda é 634 

oxidada (GRINBERG et al., 2012).  635 

Alves et al. (2015), em estudo com ovinos, validaram a técnica para mensuração 636 

do estresse oxidativo em sêmen de ovinos, afirmando que a sonda CellRox® é eficiente 637 

para detecção dos ROS para espécie ovina. Contudo, novos estudos são necessários para 638 

predizer a eficácia da sonda nas demais espécies. 639 

4. Produção in vitro e estresse oxidativo 640 

Produção in vitro (PIV) é uma biotecnologia amplamente difundida, que busca o 641 

melhoramento genético dos rebanhos, preservação da saúde animal e é utilizada como 642 

ferramenta para o entendimento dos mecanismos fisiológicos que ocorrem no trato 643 

reprodutivo na tentativa de aumentar sua eficiência (GOTTARDI e MIGOTI, 2009). O 644 

Brasil é considerado um dos maiores produtores de embriões FIV, tendo 85% do 645 

mercado mundial, na região Centro-Oeste e Sudeste concentram-se a maior produção, 646 

enquanto que a região Nordeste apresentou um crescimento de 13 %, com destaque aos 647 

Estados de Alagoas, Bahia e Maranhão, com expressividade para a raça Nelore (SILVA, 648 

2011b). 649 

Em 2013 foram produzidos aproximadamente 416.972 embriões bovinos no 650 

Brasil, desses 366.517 produzidos in vitro, eesses resultados foram assegurados com a 651 

utilização e otimização dos protocolos de PIV nos laboratórios associados a maiores 652 

critérios de escolha nas doadoras (SBTE, 2015). Entretanto, a PIV quando comparada 653 

com a produção in vivo apresenta eficiência, relativamente, baixa. E essa baixa resposta 654 
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é oriunda da qualidade dos oócitos, das condições dos sistemas de maturação e cultivo 655 

in vitro (KRISHER, 2004; CROCOMO et al., 2012), como também os ROS formados 656 

durante o processo da PIV, sendo considerado com uma das principais causas da baixa 657 

porcentagem de embriões PIV (DALVIT et al., 2005). 658 

As espécies reativas de oxigênio causam danos para ambos os gametas, como 659 

também ao desenvolvimento dos embriões produzidos fisiologicamente, como também 660 

in vitro, acarretando prejuízos na produção de embriões (BORGES, 2008), sendo estes 661 

susceptíveis aos danos oxidativos, pois seus mecanismos de defesa são insuficientes 662 

para proteger estrutura celular frente ao ataque dos ROS (AITKEN et al., 1993). 663 

Anteriormente, acreditava-se que os ROS eram formados, basicamente, pela alta 664 

tensão de oxigênio presente durante o desenvolvimento in vitro, contudo, estudos 665 

demonstram que estes podem ser originados pelo metabolismo oxidativo normal na 666 

célula devido a um desequilíbrio do potencial redox intracelular e o alto nível de ROS, 667 

desencadeando a peroxidação lipídica pela atuação do peróxido de hidrogênio, que leva 668 

a modificações de proteínas e danos de DNA, o que podem afetar a maturação dos 669 

oócitos e o desenvolvimento dos embriões (CHATTERJEE et al., 2001; MERTON et 670 

al., 2013). 671 

Há evidências que os ROS podem ser formados devido à ausência da proteção 672 

materna dos antioxidantes, exposição a luz, calor e excesso de manuseio (CROCOMO 673 

et al., 2012).   674 

O sêmen também pode contribuir para a formação do ROS durante a PIV 675 

(GUERIN et al., 2001), assim a Fertilização in vitro (FIV) tem grande relevância para a 676 

taxa de embriões produzidos. Usualmente o sêmen utilizado durante essa etapa é 677 

submetido ao processo de criopreservação, que é responsável por lesões deletérias, 678 

podendo promover a peroxidação lipídica (BORGES, 2008). 679 

Fisiologicamente, no sistema reprodutor da fêmea, macrófagos, neutrófilos e 680 

células epiteliais produzem naturalmente os ROS, especialmente durante a ovulação, 681 

atuando sobre a lise dos folículos (TAMURA et al, 2012), atuando também como 682 

segundos mensageiros que modulam genes responsáveis pela maturação oocitária 683 

(DROGE, 2002; HENSLEY et al., 2000), participando também da gametogênese e 684 

esteroidogênese. Ânion superóxido (O2 -), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radicais 685 

hidroxila (OH-), são as principais espécies reativas formadas pelo processo de quebra da 686 

molécula de ATP (FEUGANG et al., 2004). Para manter o equilíbrio na formação dos 687 
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ROS, no líquido folicular, estão presentes os antioxidantes que neutralizam os ROS, 688 

evitando o estresse oxidativo (LIVINGSTON et al., 2009). 689 

Contudo, durante o desenvolvimento embrionário in vitro não possuem um 690 

sistema que controle e neutralize os ROS formados, pois durante o cultivo os níveis de 691 

ROS se elevam, ocasionando a perda no desenvolvimento dos embriões e, 692 

consequentemente, diminuição na taxa de fertilidade (De MATOS et al., 2002). Com 693 

base nessas informações, antioxidantes estão sendo testados na tentativa de diminuir o 694 

efeito dos ROS sobre os desenvolvimentos embrionários durante a PIV nas diferentes 695 

etapas, em destaque a Glutationa e a vitamina C. 696 

A Glutationa, antioxidante do tipo tiol selênio dependente (SCHROEDER et al., 697 

1996), está diretamente relacionada com o desenvolvimento embrionário e oócitario, 698 

tanto in vitro como in vivo (LUBERDA, 2005). Esse tiol exerce a função de proteção do 699 

DNA, transporte de aminoácidos, síntese de proteínas, regulador da maturação através 700 

da quebra vesícula germinativa, contribui para a expansão das células do cummulus e 701 

formação do pró – núcleo durante a fecundação (BUCCIONE et al., 1990; WHITAKER 702 

e KNIGHT, 2004) e in vitro atua sobre o peróxido de hidrogênio, culminando com o 703 

equilíbrio do sistema redox, diminuindo a apoptose das células embrionárias (De 704 

MATOS e FURNUS, 2000).  705 

In vivo, a síntese da glutationa é realizada pelas enzimas glutamato, glicina e 706 

cisteína, sendo sintetizada pelo oócito e embrião no estágio de 8-16 células (De 707 

MATOS e FURNUS, 2000), enquanto que in vitro a formação desse tiol depende da 708 

disponibilidade de aminoácidos precursores presentes nos meios, sendo encontrados 709 

principalmente nos meios de MIV (De MATOS et al. 1995). Contudo, em uma hora de 710 

cultivo a cisteína é oxidada a cistina, ficando indisponível para as células e prejudicando 711 

a síntese de GSH intracelular (SAGARA et al., 1993) e a quantidade dessa enzima nos 712 

meios é relativamente baixa, cerca de o,6 μM (WOLF, 2005). Enquanto, que no cultivo 713 

in vitro, o meio utilizado, SOF, não contém cisteína em sua composição, ficando a 714 

célula na dependência da produção de GSH pelo embrião (DELEUZE e GOUDET, 715 

2010).  716 

A vitamina C, antioxidante hidrossolúvel, presente no ovário, pode ser 717 

encontrada no oócito e nas células da granulosa (THOMAS et al., 2001). Atuará 718 

juntamente com a glutationa sobre o peróxido de hidrogênio (NORDBERG e ARNÉR, 719 

2001), exercendo a função de proteção do DNA, reparação do aminoácido oxidado, 720 

além de participar da produção dos hormônios esteroides e inibição da apoptose das 721 
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células da granulosa (TILLY & TILLY, 1995; CADENAS et al., 1994). Quanto ao seu 722 

uso in vitro, há controvérsia na resposta. FERRO et al. (2009) relataram efeito benéfico 723 

da vitamina C durante CIV, obtendo melhores taxas de embriões, diferente do 724 

encontrado por Olson e Seidel (2000) nas mesmas condições experimentais. Esses 725 

autores associaram a resposta da vitamina C sobre os íons Fe+ impedindo a peroxidação 726 

lipídica.  727 

 Quanto ao acréscimo de antioxidantes durante a criopreservação do sêmen sobre 728 

a taxa de embriões, poucos dados na literatura são relatados, como por exemplo em 729 

estudo com sêmen de bovinos por Borges (2008) e Almeida (2013).  Segundo Borges 730 

(2008), o uso de antioxidantes durante o congelamento do sêmen reduz os níveis do 731 

ROS, evitando a peroxidação lipídica preservando as características espermáticas e, 732 

consequentemente, as taxas de clivagem e blastocistos.  733 

      734 

5  Hipótese  735 

A adição de antioxidantes ao sêmen bovino durante a criopreservação eleva a 736 

motilidade espermática e reduz os níveis de danos estruturais, melhorando os 737 

parâmetros do sêmen pós-criopreservação, além de aumentar a taxa de oócitos 738 

fecundados in vitro. 739 

6  Objetivo Geral  740 

Avaliar a condição das células espermáticas bovinas, a partir de testes 741 

complementares e da fecundação in vitro, após criopreservação utilizando diluidores 742 

com adição de antioxidantes. 743 

 744 

 6. 1 Objetivos Específicos 745 

 Avaliar o efeito de dois antioxidantes: Glutationa reduzida, Vitamina C e 746 

sua associação, sobre a motilidade espermática e o vigor de 747 

espermatozoides bovinos, teste de termorresitência rápido e percentual de 748 

células vivas pelo teste de eosina e nigrosina; 749 

 Determinar a viabilidade espermática após criopreservação com adição da 750 

Glutationa reduzida, Vitamina C e sua associação através dos testes de 751 

integridade de membranas plasmática e acrossomal, a partir do uso de 752 

sondas fluorescentes; 753 
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 Avaliar morfologicamente o sêmen pós-criopreservação pela microscopia 754 

diferencial (DIC); 755 

 Avaliar o estresse oxidativo pela sonda CellRox; 756 

 Avaliar o efeito da adição de antioxidante ao diluidor na fecundação in 757 

vitro 758 

7  Material e Métodos 759 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade Federal do 760 

Acre, sob número de registro: 50/2015. 761 

7. 1 Local  762 

Foram utilizados nove touros da raça Nelore, com média de 2 anos de idade, 763 

previamente selecionados por exame andrológico. As colheitas foram feitas através de 764 

eletroejaculador, segundo o recomendado para espécie bovina, avaliando-se 765 

posteriormente o sêmen quanto as suas características, segundo o Colégio Brasileiro de 766 

Reprodução Animal (HENRY e NEVES, 1998). 767 

7. 2 Diluidores para a criopreservação de sêmen 768 

No experimento foi utilizado o diluidor, Tris-gema (Anexo 1). Após a colheita 769 

do sêmen, seguido da avaliação prévia, cada ejaculado foi dividido em quatro frações 770 

iguais, sendo cada fração diluída na proporção de 1:1, com o diluente controle, Tris-771 

Gema. Os antioxidantes foram acrescidos na diluição final, segundo Borges (2003). 772 

Tratamentos: 773 

1. Grupo Controle – sêmen e diluidor Tris – gema 

2. Grupo Vitamina: diluidor Tris - gema acrescido de vitamina C (SIGMA – 

A5960); 2,5mM/mL 

3. Grupo Glutationa: diluidor Tris – gema acrescido deGlutationa reduzida 

(SIGMA – G4251); 2,5 mM/mL 

4. Grupo Associado: diluidor Tris – gema acrescido de Glutationa reduzida e 

vitamina C; 1,25 mM/mL/ cada 
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7.3 Criopreservação e descongelamento 774 

Após as diluições, de acordo com cada grupo, o sêmen foi envasado em palhetas 775 

francesas de 0,25 mL e congelados no equipamento programável, TK 3000®. Utilizou-776 

se a curva de congelação para bovino SII, em seguida foram acondicionadas em portas 777 

palhetas, seguindo a curva de resfriamento até atingir 5 oC. Ao atingir os 5 oC o sêmen 778 

permaneceu em tempo de equilíbrio de 2 horas. Em seguida, o porta - palhetas foi 779 

transferido para caixa térmica contendo nitrogênio líquido permanecendo até a 780 

temperatura de -120 oC em uma curva de -15 oC/ minuto. Ao chegar a essa temperatura 781 

as palhetas foram retiradas do porta-palhetas e submergidas no nitrogênio líquido a -196 782 

oC. As palhetas foram organizadas em raques e armazenadas em botijões criogênicos. 783 

Para as avaliações subsequentes, as amostras foram descongeladas em banho maria, a 784 

37 oC por 30 segundos. 785 

7. 4 Testes espermáticos  786 

7.4.1Motilidade e vigor espermáticos pós-criopreservação 787 

 Para motilidade e vigor espermático foram descongeladas as palhetas francesas 788 

em banho – maria a 37 oC, sendo depositado 10 µL de sêmen em lâmina pré aquecida, 789 

sob microscopia de contraste de fase (Microscópio de Epifluorescência marca Nikon, 790 

Modelo Eclipse 80i), sendo avaliada por único operador. Ressalta-se que não foi 791 

possível avaliação em CASA devido à grande presença de grumos no diluidor, tornando 792 

a avalição imprecisa.  793 

  7.5.2 Teste de longevidade (Teste de termorresistência rápida - TTR) 794 

O TTR foi realizado descongelando as palhetas em banho-maria, primeiramente 795 

a 37 ºC para avaliação da motilidade inicial, sendo as palhetas, logo depois, mantidas 796 

em banho-maria, a temperatura de 45 °C, durante 30 minutos, sendo avaliada a 797 

motilidade progressiva a cada 10 minutos, com objetivo de determinar a resistência dos 798 

espermatozoides às condições impostas. 799 

7.4.3 Eosina e nigrosina 800 

 Para a quantificação das células vivas as palhetas foram descongeladas em 801 

banho – maria a 37 ºC para motilidade inicial, depois 10 µL de sêmen foram alíquotados 802 
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sobre lâmina e lamínula e 10 µL do corante eosina e nigrosina foram depositados sobre 803 

o sêmen e homogeneizado para posterior esfregaço. Após 10 minutos de secagem da 804 

lâmina, foi realizada a leitura em microscópio com aumento de 100x sobre óleo de 805 

imersão.   806 

7.5 Teste de avaliação das membranas plasmáticas pós-criopreservação 807 

As avaliações foram realizadas na Universidade de São Paulo, campus 808 

Pirassununga. Para esta análise foram colocados em um microtubo 150 µL de uma 809 

amostra do sêmen, por partida e tratamento, diluída em meio TALP sperm (Anexo 2), 810 

na concentração de 20 x 106 espermatozoides/mL, adicionados 3 µL de PI (0,5 mg/mL 811 

em DPBS anexo 2), 6 µL de JC-1 (153 M em DMSO, anexo 2) e 50 µL de FITC-PSA 812 

(100 µg/mL em DPBS, anexo 2). As amostras foram incubada por 8 minutos a 37 oC. 813 

Após a incubação uma gota (4 µL) desta foi utilizada para o preparo da câmara úmida, 814 

entre lâmina e lamínula (pré-aquecidas a 37 oC) e a leitura foi realizada sob microscopia 815 

de epifluorescência (Microscópio de Epifluorescência marca Nikon, Modelo Eclipse 816 

80i) em um filtro triplo (D/F/R, C58420) apresentando os conjuntos UV-2E/C 817 

(excitação 340-380 nm e emissão 435-485 nm), B-2E/C (excitação 465-495 nm e 818 

emissão 515-555 nm) e G-2E/C (excitação 540-525 nm e emissão 605-655 nm), com 819 

aumento de 1.000x. Foram contadas 200 células, classificadas em oito categorias de 820 

acordo com a fluorescência emitida por cada sonda, conforme os descrito por Celeghini 821 

et al. (2008), e os resultados expressos em porcentagem. 822 

7.6 Estresse oxidativo pós-criopreservação 823 

O estresse oxidativo foi avaliado através da sonda fluorescente CellROX™ 824 

Reagente Deep Red (anexo 2). A partir da diluição do sêmen no meio TALP sperm, foi 825 

aliquotado 50 µL e acrescido 1 µL de H3342 e 2µL de CellROX. A amostra foi 826 

incubada por 30 minutos a 37 oC. Após a incubação foi centrifugado por 5 minutos a 827 

2000 xg. Após a centrifugação uma gota (4 µL) desta foi utilizada para o preparo da 828 

câmara úmida, entre lâmina e lamínula (pré-aquecidas a 37 oC) e a leitura foi realizada 829 

sob microscopia de epifluorescência (Microscópio de Epifluorescência marca Nikon, 830 

Modelo Eclipse 80i) em um filtro triplo (D/F/R, C58420) apresentando os conjuntos 831 

UV-2E/C (excitação 340-380 nm e emissão 435-485 nm), B-2E/C (excitação 465-495 832 

nm e emissão 515-555 nm) e G-2E/C (excitação 540-525 nm e emissão 605-655 nm), 833 
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com aumento de 1.000x, segundo o proposto por Alves et al. (2015), adaptado para 834 

espécie bovina. Foram contadas 200 células e os resultados expressos em porcentagem.  835 

7.7 Morfologia espermática pós-criopreservação 836 

A morfologia espermática foi realizada em microscopia de contraste de interferência 837 

diferencial (DIC), sob lâmina e lamínula em aumento de 1000x. Foram contadas 200 838 

células e os resultados expressos em porcentagem. 839 

7.8 Fecundação in vitro 840 

A capacidade fecundante dos espermatozoides foi avaliada pela fecundação in 841 

vitro. Foram realizadas sete repetições. Para tanto, oócitos oriundos de ovários de 842 

abatedouro, localizado no polo industrial da cidade de São Luís–MA, foram 843 

transportados em garrafa térmica contendo solução salina a 0,9 % de NaCl na 844 

temperatura de 37o C. No laboratório foram lavados com a mesma solução pré-845 

aquecida, em seguida sendo aspirados os folículos entre 2 e 8 mm, com seringas de 3 846 

mL e agulha 21G. O líquido aspirado foi depositado em tubo cônico de 15 mL e 847 

mantido em banho-maria por 10 minutos para a sedimentação. 848 

Após a sedimentação, o líquido folicular foi recuperado com auxílio de uma 849 

pipeta Pauster e depositado em placa de petri, contendo DPBS aquecido e líquido 850 

folicular, com posterior classificação dos oócitos em lupa estereoscópica, modelo 851 

NOVA LBX-20 com aumento de 2-3 x 100, em Grau I, II, III e IV, de acordo com 852 

Gonçalves et al. (2008). Para maturação in vitro (MIV) foram utilizados apenas os 853 

oócitos de melhor qualidade (I e II). 854 

O meio de maturação foi constituído por meio de maturação Biodux®. Os oócitos 855 

foram separados em quatro gotas de 100 µL, contendo a mesma quantidade de oócitos 856 

por gota recobertos por óleo mineral, e maturados em incubadora com 5% de CO2, com 857 

umidade saturada e temperatura de 38,5 ºC durante 22 a 24 horas. Após as 24 horas foi 858 

verificada a maturação oocitária em lupa estereoscópica modelo NOVA LBX-20 com 859 

aumento de 2-3 x 100, observando a expansão das células do cumulus, o enegrecimento 860 

das mesmas e a característica do ooplasma (WURTH e KRIUP, 1992). Os oócitos 861 

maturados foram submetidos ao processo de fecundação in vitro. 862 

Após a maturação, os oócitos foram lavados por três vezes em passagens no 863 

meio de fecundação Biodux®, contendo 20µL de heparina (Biodux®) e 40µL de PHE 864 

(penicilina, hipotaurina e epinefrina - Biodux®). A preparação espermática foi obtida de 865 
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um pool de sêmen congelado correspondente a cada tratamento de partida única onde 866 

três animais foram escolhidos, segundo os seguintes critérios: motilidade mínima de 867 

30% pós-descongelamento e sobrevivência pós – Percoll (Biodux®).  868 

A separação espermática foi realizada em gradiente de Percoll (Biodux®), 869 

constituindo – se de 400 µL de Percoll a 90% mais 400 µL de Percoll a 45% e 400 µL 870 

do sêmen de cada tratamento depositado em eppendorff. Em seguida, levou-se à 871 

centrífuga em 3.000 rotações por minuto por 10 minutos. Transcorrido o tempo, foi 872 

retirado o pellete, este transferido para 700µL de meio de fecundação da Biodux®. Em 873 

seguida, foi levado novamente para a centrífuga por cinco minutos em rotação de 3.000 874 

por minuto. Retirou-se o sobrenadante, ficando com o pellet. Uma alíquota de 5 µL foi 875 

retirada para os cálculos de concentração e determinação do volume da dose 876 

inseminante. 877 

Posteriormente, foi adicionado 2 µL por tratamento em cada gota. A incubação 878 

foi procedida em condição idêntica à da maturação, durante um período de 18 horas 879 

(38,5 oC, em atmosfera úmida com 5% de CO2). O percentual de fertilização in vitro foi 880 

determinada avaliando o número de embriões divididos em dois ou mais blastômeros, 881 

segundo Dalvit et al. (2005).  882 

Os zigotos fertilizados foram transferidos para placa de petri, obedecendo aos 883 

tratamentos, com gotas de 100 L do meio SOF Final Biodux® e incubadas a 38,5 oC 884 

em atmosfera úmida com 5% de CO2, durante oito dias (D-7) de cultivo in vitro. E a 885 

cada dois dias era realizado o fedding, contendo meio SOF Final Biodux®, sendo 886 

classificadas as estruturas, segundo a Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embriões 887 

(SBTE).  888 

8 Análise estatística  889 

As avaliações de biometria testicular, motilidade espermática no momento da 890 

coleta, vigor espermático, perímetro escrotal, volume e concentração inicial dos animais 891 

foram apresentadasde forma descritiva, utilizando à média e o desvio padrão de cada 892 

resposta. O delineamento utilizado foi em blocos ao acaso, sendo as variáveis 893 

paramétricas testadas por ANOVA, comparando-se as médias pelo teste de Tukey. 894 

Todas as variáveis passaram pelos testes de normalidade de Shapiro-Wilk e Lilliefors. 895 

As variáveis que tinham respostas subjetivas ou não entraram na normalidade após 896 

transformação foram analisadas como não paramétricas, comparando-se os 897 

ranqueamentos pelo teste de Friedamn. As respostas dicotômicas foram avaliadas pelo 898 
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teste do Exato de Fisher. O intervalo de confiança utilizado foi de 95%. Os dados foram 899 

analisados pelo programa BioEstat 5.0. 900 

Para produção in vitro quantidade de oócitos, maturação in vitro e valores de 901 

motilidade dos animais utilizados na fecundação in vitro foi desenvolvido de forma 902 

descritiva. A taxa de fecundação, percentual de embriões, apresentada dentro de cada 903 

grupo de óocitos colocados na FIV por tratamento foi avaliada pelo teste do Exato de 904 

Fisher. O intervalo de confiança utilizado foi de 95%.  905 

9 Resultados e discussão 906 

9.1 Avaliações externas e análises prévias  907 

Dados correspondente as avaliações externas e análises prévias dos animais 908 

utilizados experimentalmente estão expostos na tabela 1.  909 

Tabela 1. Média e devio padrão da biometria testicular e análises prévias dos 910 

animais utilizados experimentalmente, São Luís – 2015. 911 

 Médias e desvio padrão 

Comprimento testículo direito (cm) 11,57 ± 1,06 

Comprimento testículo esquerdo (cm) 11,75 ± 1,11 

Largura testículo direito (cm) 7,6 ± 0,97 

Largura testículo esquerdo (cm) 7,44 ± 0,76 

Motilidade espermática (%) 81,11 ± 3,33 

Turbilhonamento 3,33 ± 0,5 

Vigor espermático 3 ± 0,0 

Concentração espermática (x 106sptz/ml) 429, 55 ± 164,32 

Volume (mL) 7, 44 ± 2,96 

Perímetro escrotal (cm)  37,3 ± 3,32 

 912 

Os valores estão de acordo com as normas do CBRA (HENRY e NEVES, 1998).  913 

9.2 Motilidade e vigor espermáticos pós-criopreservação 914 

As médias e erro padrão para motilidade espermática estão expostos no gráfico 915 

1.   916 
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 917 

Gráfico 1: Médias e erro padrão para motilidade espermática para os animais tratados com Vitamina C, 918 
glutationa reduzida e associação, São Luís – 2015. Letras distintas diferem pelo teste Exato de Fisher 919 
(P<0,05). P< 0,05; CONT – Controle; VIT – Vitamina C; GLUT – Glutationa reduzida; ASSOC – 920 
Associado. 921 

 922 

A vitamina C apesar de atuar sobre a peroxidação lipídica e nos ROS, na 923 

concentração utilizada observou-se discreto incremento da motilidade espermática. 924 

Contudo, não havendo diferença estatística quando comparado ao grupo controle (P> 925 

0,05).  Esse resultado corrobora com Marques et al. (2002) que não observaram o efeito 926 

favorável da vitamina C (4,5 g/l) quando adicionada isoladamente em sêmen de equino. 927 

No entanto, Hong-Hu et al. (2010), em estudo com sêmen bovino, observaram o efeito 928 

positivo do acréscimo desse antioxidante (4,5 mg/mL) sobre os parâmetros 929 

espermáticos, como motilidade e movimento espermáticos e integridade das 930 

membranas. 931 

Esse efeito benéfico da vitamina C é atribuído a ação desse antioxidante sobre a 932 

integridade do axonema e mitocôndrias, como também o seu efeito no sequestro dos 933 

radicais livres para que estes não se liguem ao oxigênio, consequentemente, não ocorra 934 

a formação do ROS (MEMON et al, 2012).  935 

 Para o grupo glutationa, que igualmente a vitamina C, atua debelando os ROS e 936 

seus produtos, se evidenciou uma melhora significativa da motilidade espermática em 937 

relação ao controle, apesar de não diferir estatisticamente (P>0,05). Resultados que se 938 

assemelham aos encontrados por Turcer et al. (2010) em sêmen bovino acrescido de 939 

glutationa na concentração de 0,5 a 2 mM/mL. Essa resposta pode se justificar com base 940 
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no estudo de Gadea et al. (2004), que afirmam que a glutationa reduzida teria melhor 941 

resposta se a mesma fosse adicionada ao sêmen pós – descongelamento, uma vez que 942 

esta aumentaria a glutationa intracelular a ser usada pela glutationa peroxidase para 943 

evitar danos causados pela peroxidação lipídica, pois durante a criopreservação há 944 

diminuição desse antioxidante. 945 

 Contudo, Ansari et al. (2012), em estudo com búfalos utilizando a concentração de 946 

0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 mM/mL, observaram efeitos significativos frente ao controle, o 947 

mesmo observado por Oliveira et al. (2013) em estudo com equinos utilizando a 948 

concentração de 2,5 mM/mL que constataram o efeito benéfico da glutationa sobre os 949 

parâmetros de motilidade progressiva, corroborando com Ogata et al. (2015) em estudo 950 

com sêmen canino acrescido de glutationa utilizando a concentração de 5 mM/mL. 951 

Dados que vão de encontro aos resultados aqui apresentados.  952 

 Essa resposta contraditória dos antioxidantes, avaliados isoladamente, pode ser 953 

explicada pela concentração que diferiu dos autores acima, sendo que esta, não foi 954 

capaz de neutralizar o efeito do ROS e ou se igualou ao nível basal. Assim, não 955 

apresentou diferença no seu acréscimo no diluente, afirmações que corroboram com 956 

Baumber et al. (2000) e Satorre et al. (2007).  957 

 Outros fatores, tais como a diferença entre laboratórios no protocolo de diluição 958 

dos antioxidantes e criopreservação das células, o tempo de adição e exposição do 959 

sêmen com o antioxidante e a concentração daquele antioxidante para aquela 960 

determinada espécie, podem justificar essa variabilidade dos antioxidantes quanto a 961 

preservação das células espermáticas (ASADPOUR et al., 2012). Porém, os valores de 962 

motilidade espermática estão acima do recomendado pelo CBRA (HENRY e NEVES, 963 

1998), com valores mínimos de motilidade espermática de 30% para sêmen pós – 964 

descongelamento.  965 

 Enquanto o grupo associado diferenciou estatisticamente quando comparado ao 966 

grupo controle (P<0,05), isto pode ser explicado devido à ação conjunta dos 967 

antioxidantes, favorecendo a diminuição do peróxido de hidrogênio. Pois, a diminuição 968 

da motilidade espermática associada com este ROS ocorre, principalmente, em 969 

diluidores a base de gema de ovo e glicerol, isto pode ocorrer devido a gema de ovo ser 970 

uma importante fonte de íons ferro e outros metais (BILODEU et al., 2002), onde estes 971 

íons são necessários para o desencadeamento da peroxidação lipídica (BAMBUER, et 972 

al., 2000). Fato este corroborado por Giaretta et al. (2015), em estudo com sêmen de 973 

suíno, que relataram o efeito benéfico da associação da glutationa reduzida (5mM) e 974 
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vitamina C (100mM) sobre os parâmetros de viabilidade espermática, integridade 975 

acrossômica, motilidade espermática e estrutura nucleoproteína, com atuação desses 976 

antioxidantes sobre o peróxido de hidrogênio.  977 

  Quando avaliada a motilidade espermática dentro de tempo pós - descongelação, 978 

não houve diferença estatística entre os tratamentos em relação ao grupo controle 979 

(P>0,05), avaliadas pelo teste de termorresitência rápido - TTR (Tabela 2). 980 

  981 

Tabela 2. Média e desvio padrão da motilidade espermática dentro de tempo avaliada pelo teste 982 
de termorresitência rápida (TTR), São Luís – 2015. 983 

Tratamento  
Motilidade espermática 

10 ` 20 ` 30` 

Controle  36, 66 ± 10,30 24,44 ± 8,81 2,22 ± 4,40 

Vitamina C  43, 33 ± 7,90 30,00 ± 10,00 8,88 ± 12,69 

Glutationa R  42,77 ± 8,33 31,66 ± 15,81 6,66 ± 8,66 

Associação  40,55 ± 9,16 30 ± 11,18 13,33 ± 12,24 
Não houve diferença estatística (P> 0,05) quando se compararam as médias pelo teste de Friedman dentro de cada tempo entre tratamentos. 984 

 Foi observada diminuição da motilidade espermática para todos os grupos tratados 985 

e controle após os 45 minutos de avaliação. Entretanto, o grupo associado apresentou 986 

tendência de preservação da motilidade no terceiro momento de avaliação.  987 

 Esses resultados diferem do encontrado por Bilodeu et al. (2001), os quais, 988 

trabalhando com sêmen de touros acrescido de glutationa reduzida (0.1, 0.2 e 0.5 mM), 989 

encontraram resultados positivos na incubação desse sêmen na temperatura de 38 oC por 990 

6h concordando com Peixoto et al. (2013), em estudo com sêmen de cães incubados a 991 

37 oC por 60 minutos, suplementados com glutationa na concentração de 2 e 5 mM/mL. 992 

Essa diferença pode ser explicada devido às condições nas quais o sêmen foi incubado 993 

por esses autores mimetizam o estado fisiológico normal, diferindo das condições de 994 

temperatura que o sêmen do presente estudo foi acondicionado. 995 

 Gonçalves et al. (2011) em estudo com sêmen de búfalos com sêmen 996 

suplementado com vitamina C e pentoxifilina, com a mesma concentração de vitamina 997 

C, 2,5mM, após o TTR, constataram incremento significativo nos parâmetros da 998 

motilidade espermática, diferindo dos dados atuais que corroboram com o estudo de 999 

Peixoto et al. (2008) que evidenciaram que o acréscimo de vitamina C, isoladamente ou 1000 

em associação com trolox, não favoreceu a manutenção da motilidade espermática 1001 

durante o período de 60 minutos a 37 oC, sugerindo que a vitamina C na concentração a 1002 
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qual este antioxidante foi utilizado, 600mM/L/cada, não favoreceu a manutenção da 1003 

motilidade espermática, e nem tem a capacidade de debelar o efeito dos ROS formados.  1004 

 Contudo, é esperada uma diminuição da qualidade espermática em relação ao 1005 

tempo a qual as palhetas foram descongeladas, Snoeck et al. (2015) também 1006 

evidenciaram diminuição dos parâmetros espermáticos em sêmen de ovinos acrescido 1007 

de catalase, superóxido dismutase e glutationa reduzida (100 U/mL; 100 U/mL e 5 mM, 1008 

respectivamente), após uma hora de avaliação, o mesmo relatado por Peixoto et al., 1009 

(2013), estes observaram que após 45 minutos houve redução dos parâmetros, 1010 

motilidade e vigor espermático, em sêmen de cães suplementado com glutationa 1011 

reduzida (2 e 5 mM/mL)  e trolox (100 e 200 U/mL). 1012 

 Outro ponto a ser considerado é que a quantidade de antioxidantes no diluente 1013 

pode não ter sido suficiente para preservar as características espermáticas, como 1014 

também debelar os ROS formados durante o período da avaliação. Pois, é de 1015 

conhecimento que espermatozoides mortos, que sofreram apoptose no decorrer do 1016 

período da avaliação, e comprometidos fisiologicamente, são potentes produtores de 1017 

ROS (ENGEL et al, 1999).  1018 

 Para a categoria, vigor espermático, não houve diferença significativa (P>0,05), 1019 

valores apresentados na tabela 3.  1020 

 1021 

Tabela 3.  Médias e desvios padrão do vigor espermático para os animais tratados com 1022 
Vitamina C, glutationa reduzida e associação, São Luís – 2015. 1023 

Tratamento Média e desvio padrão 

Controle 

Vitamina C 

Glutationa reduzida 

Associado 

2,11 ± 0,33 

2 ± 0,00 

2 ± 0,00 

2,11 ± 0,33 

Não houve diferença estatística (P> 0,05) quando se comparou as médias pelo teste de Friedman. 1024 

 1025 

O vigor espermático representa a mobilidade do espermatozoide, refletindo o 1026 

potencial fecundante e a competência metabólica (CELEGHINI, 2005 e CASTRO, 1027 

2010). Contudo, não se observou interferência dos antioxidantes para esta categoria 1028 

(P>0,05). 1029 

Esperava-se que o acréscimo dos antioxidantes no diluidor melhora-se ou 1030 

preserva-se o vigor espermático, dados que diferem do encontrado por Monteiro et al. 1031 

(2009) em sêmen criopreservado de cães acrescido de vitamina C (50 e 250 µM) e 1032 
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glutationa (1 e 5 mM), o vigor espermático manteve-se preservado após 120 minutos, 1033 

sendo influenciado pelo acréscimo dos antioxidantes, o mesmo observado por Marques 1034 

et al. (2002) em sêmen de equino suplementado com vitamina C (4,5 g/L) e 1035 

pentoxifilina (3,5 mM). 1036 

Observou-se uma diminuição dos valores espermáticos em relação ao sêmen in 1037 

natura, estando abaixo do preconizado pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal, 1038 

que preconiza valores igual ou superior a 3, pós descongelamento. Contudo, esse 1039 

decréscimo pode ser explicado devido ao consumo de substratos, intracelular e 1040 

extracelular, como também metabolização de ATP durante a criopreservação (KAMP et 1041 

al., 2003).  1042 

9.3 Membranas plasmáticas 1043 

A porcentagem das membranas plasmáticas e acrossomal (PIAI - 1044 

espermatozoides com membrana plasmática e acrossomal íntegras; PI - integridade de 1045 

membrana plasmática; AI – membrana acrossomal íntegra) foram avaliadas pela técnica 1046 

de tripla coloração (tabela 4). 1047 

Tabela 4. Médias e desvios padrão (%) da integridade de membranas e integridade de 1048 
acrossoma para os animais tratados com vitamina C, glutationa reduzida e associação dos 1049 
antioxidantes, São Luís – 2015.  1050 

 

 Tratamentos   

% 

Controle Vitamina C Glutationa R. Associado 

PIAI  

PI  

AI  

8, 0 ± 6,27 

8,05 ± 6,24 

27,27 ± 11,09 

8,83 ± 5,53 

10,55 ± 7,06 

33,94 ± 10,35 

7,94 ± 7,37 

8,27 ± 7,63 

32,72 ± 15, 61 

10,16 ± 10, 40 

10,27 ± 10,33 

32, 05 ± 14,05 

Em coluna; Não houve diferença estatística (P> 0,05) quando se comparou as médias pelo teste de Tukey. PIAI - espermatozoides com membrana 1051 
plasmática e acrossomal íntegras; PI - integridade de membrana plasmática; AI - membrana acrossomal íntegra. 1052 

Os resultados para todos os grupos e categorias estão abaixo da normalidade. 1053 

Trabalhos pós – criopreservação com sêmen bovino demonstram percentual de 1054 

integridade das membranas plasmáticas de 33,7 ± 11,4% (ZÚCCARI et al., 2009), 61,3 1055 

± 14,2% (BERTOZZO e ZÚCCARI, 2009) e 57,00±13,11% (ABUD et al., 2014),  1056 

resultados superiores aos aqui encontrados.   1057 

Essa baixa resposta na integridade das membranas plasmáticas pode ser 1058 

justificada pelo estresse que os espermatozoides passaram durante a criopreservação. 1059 

Esse processo, por se só, é responsável pela perda de 50 – 60% de espermatozoides 1060 
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(WATSON, 2000), os que sobrevivem podem ser lesionados, principalmente, pelo 1061 

choque térmico ocorrido durante a fase de refrigeração, que antecede a criopreservação, 1062 

resultando em injúrias nas membranas plasmáticas dos espermatozoides (CAMARA et 1063 

al, 2011), pois durante esse processo ocorre mudanças na fluidez das membranas 1064 

(HOLT, 1990). Outros fatores também podem ter contribuído para tais resultados, como 1065 

a qualidade do diluente e seus componentes, que podem ter interferido na leitura, 1066 

mascarando a resposta frente à emissão das sondas fluorescentes.   1067 

Quando avaliado os antioxidantes sobre a integridade das membranas, não houve 1068 

diferença estatística (P>0,05). Esperava-se que a suplementação dos antioxidantes, 1069 

favorecesse uma proteção as células espermáticas frentes aos criodanos, causados, 1070 

principalmente, pelo H2O2, pois este em relação aos demais ROS, possui maior 1071 

facilidade de atravessar as membranas plasmáticas (BAUMBER et al. 2000), 1072 

desestabilizando-as através da lipoperoxidação. Dados na literatura demonstram 1073 

resultados contraditórios, e distintos do atual estudo, com o uso de antioxidantes nos 1074 

diluentes sobre a cinética e viabilidade espermática.  1075 

Snoeck et al. (2015), não observaram efeitos favoráveis da suplementação de 1076 

catalase (100 e 200 U/mL), superóxido dismutase (100 e 200 U/mL) e glutationa 1077 

reduzida (5 e 10 mM/mL) em sêmen de ovinos criopreservados. O mesmo observado 1078 

por Soares et al. (2011), os quais, não encontraram efeito de preservação das células 1079 

espermáticas, pós–criopreservação, com sêmen de caprinos suplementados com 1080 

glutationa reduzida (2, 5 e 7 mM/mL). Entretanto, o grupo suplementado com 2 1081 

mM/mL apresentou maior percentual de células com membrana plasmática íntegra.  1082 

Por outro lado, Oliveira et al. (2013), constataram efeito protetor da glutationa 1083 

(1, 1,5 e 2,5 mM/mL) na integridade acrossomal em sêmen de equino mantido sobre 1084 

refrigeração por 12h corroborando com Asari et al. (2012), estes autores comprovaram o 1085 

efeito benéfico da glutationa reduzida (0,5, 1, 1,5 e 2 Mm/mL) sobre a integridade das 1086 

membranas plasmáticas. Assim, pode-se afirmar que menores concentrações de 1087 

glutationa reduzida, exercem maior proteção as células espermáticas, atuando sobre a 1088 

peroxidação lipídica durante a congelação, pois estudo utilizando glutationa em maiores 1089 

concentrações observaram diminuição da integridade da motilidade acrossomal e 1090 

mitocondrial (SILVA et al., 2011). Bilodeu et al. (2002), afirmam que concentrações 1091 

elevadas desse antioxidante em sêmen bovino, alteram a osmolaridade celular, 1092 

acarretando em lesões e rupturas das membranas das células espermáticas.   1093 
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Quanto a suplementação de vitamina C, Michael et al. (2007) em estudo com 1094 

sêmen de cães acrescido de vitamina C (1,5 mM/mL), cisteína (1,5 mM/mL), taurina 1095 

(0,6 mM/mL), vitamina E (0,3 mM/mL), catalase (300 U/mL) e B16, não verificaram 1096 

diferença para a integridade das membranas, sendo o mesmo verificado por Michael et 1097 

al (2008), que não observaram diferença na integridade acrossomal ao avaliarem sêmen 1098 

de cães suplementados somente com vitamina C em diferentes concentrações (0,1, 0,5, 1099 

1 e 2,5).  Paudel et al. (2010), já relataram efeito nocivo desse antioxidante, 1100 

apresentando um menor percentual de acrossoma íntegros quando utilizaram vitamina C 1101 

(10 mM/mL), catalase (200 UI/mL) e clopromazina associado ou não com a vitamina C 1102 

(0,1 mM/mL) em sêmen de bovinos.  1103 

Enquanto que Zhao et al., (2015), demonstraram efeito positivo da vitamina C 1104 

(1400 UI/mL) associado com vitamina E (0,12 UI/mL) na preservação do acrossoma 1105 

pós – criopreservação, o mesmo atestado por Pessoa et al. (2011) que também 1106 

evidenciaram resultados de proteção às células espermáticas, para sêmen de búfalos 1107 

suplementados com Vitamina C e pentoxifilina, com 57,6 ± 5,9% de espermatozoides 1108 

íntegros. Justificando-se, pois a vitamina C, produz o tacoferol (BUETTNER e 1109 

JURKIEWICZ, 1993), 1993), que inibi e reduz os danos oxidativos, tanto intra quanto 1110 

extracelular (PAUDEL et al, 2010; HONG-HU et al., 2010).  1111 

O sêmen acrescido de ambos os antioxidantes, apesar da ausência da diferença 1112 

estatística foi o que apresentou melhores respostas para a integridade das membranas. 1113 

Guiaretta et al. (2015) em estudo com sêmen suíno criopreservado utilizando a 1114 

combinação da vitamina C (100 uM/mL) e da glutationa reduzida (5 mM/mL) 1115 

evidenciaram efeito positivo da associação desses antioxidantes na integridade 1116 

acrossômica, sendo o mesmo avaliado após 240 minutos pós congelamento, e essa 1117 

resposta foi atribuída ao efeito dos antioxidantes, primeiramente a glutationa sobre as 1118 

pontes de dissulfeto e a ação conjunta dos antioxidantes sobre as nucleoproteínas, como 1119 

também protegendo o DNA durante a criopreservação de sêmen e controlando, ambos, 1120 

o efeito do peróxido de hidrogênio.  1121 

Assim, efeitos negativos e positivos podem ser encontrados dependendo da 1122 

concentração usada.  1123 

9.4Avaliação do estresse oxidativo 1124 
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Os resultados do estresse oxidativo, utilizando a sonda fluorescente CellRox® 1125 

são apresentados no gráfico 2. Ressaltando que esses dados são os primeiros descritos 1126 

utilizando a sonda CellRox® para avaliação do estresse oxidativo para espécie bovina. 1127 

 1128 

Gráfico 2: Médias e erro padrão para estresse oxidativopara os animais tratados com Vitamina C, 1129 
glutationa reduzida e associação, São Luís – 2015. Letras distintas diferem pelo teste Exato de Fisher 1130 
(P<0,05). 1131 

Resultados divergentes quanto ao uso de antioxidantes frente ao estresse 1132 

oxidativo são encontrados na literatura. Memom et al (2012), em estudo com sêmen de 1133 

caprinos suplementados com vitamina C (8,5 mg/mL), constataram efeito positivo da 1134 

vitamina C sobre o estresse oxidativo. Semelhante a estes últimos autores, Hong – Hu et 1135 

al. (2010) também evidenciaram diminuição do estresse oxidativo para sêmen de 1136 

bovinos acrescido com este antioxidante, nas concentrações de 2,5, 4,5, 6,5 e 8,5 1137 

mg/mL, estes autores atribuem o efeito desse antioxidante devido a sua capacidade 1138 

redutora, inibindo os danos oxidativos causado pelos ROS, tanto intra como 1139 

extracelularmente. Diferindo do relatado por Asadpour et al (2011) para estudo com 1140 

sêmen bovino utilizando o diluidor Tris-gema, onde esses autores não observaram 1141 

diferença significativa do acréscimo da vitamina C, atuando sobre a peroxidação 1142 

lipídica.  1143 

Quanto a suplementação de glutationa reduzida no diluente, Turcer et al. (2010), 1144 

os quais, trabalharam com bovinos, atestaram que a glutationa reduzida (0,5 a 2 1145 

mM/mL) não preservou os espermatozoides contra o efeito do peróxido de hidrogênio 1146 
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para sêmen bovino, diferindo do encontrado por Perez et al. (2012) que verificaram a 1147 

ação benéfica desse antioxidante sobre a lipoperoxidação em sêmen de ovinos, o mesmo 1148 

encontrado por Ogata et al, 2015 em sêmen de cães. 1149 

Uma possível explicação para essa contradição na resposta dos antioxidantes 1150 

pode ser devido os autores citados acima, terem utilizados avaliações indiretas para 1151 

determinar o estresse oxidativo, como por exemplo, o ácido tiobarbitúrico (TBARS), 1152 

que quantifica o produto do estresse oxidativo, enquanto que a sonda CellRox®, 1153 

avaliada experimentalmente, mensura a quantidade de ROS presentes na amostra 1154 

(ALVES et al., 2015), tornando-se uma avaliação mais fidedigna para o estresse 1155 

oxidativo. 1156 

Quando avaliado a vitamina C e a glutationa em associação, o grupo apresentou 1157 

um maior percentual de espermatozoides com intenso estresse oxidativo (P< 0,05). 1158 

Acreditava-se que a combinação desses antioxidantes favoreceria maior proteção aos 1159 

espermatozoides, tendo um menor percentual de células espermáticas com estresse 1160 

oxidativo, pois pesquisas demonstram que um único antioxidante não é capaz de 1161 

preservar as características espermáticas frente as injúrias, que podem ser originadas 1162 

durante a criopreservação (GADEA et al., 2004; CAMARA et al 2011). 1163 

Esperava-se que a glutationa atuasse na eliminação dos produtos do ROS, 1164 

principalmente diminuindo o efeito do peróxido de hidrogênio (LENZI et al, 1994; 1165 

FERREIRA e MATSUBARA, 1997; ALVAREZ e MORAES, 2006 e LUBERDA, 1166 

2005), e que a vitamina C, também inibesse a peroxidação lipídica através da ação dos 1167 

íons Fe2+ e Cu1+ (HALLIWELL, 1999). 1168 

Contudo, a sonda CellRox detecta os radicais hidroxilas e superóxidos somente 1169 

em células vivas (GRINBERG et al., 2013). Assim, para justificar esse resultado foi 1170 

realizado o teste de eosina e nigrosina para determinar o número de células vivas.  No 1171 

entanto, estatisticamente, não houve diferença entre os grupos (gráfico 3).  1172 

 1173 
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 1174 

Gráfico 3. Médias e erro padrão para percentual de células vivas para os animais tratados com Vitamina 1175 
C, glutationa reduzida e associação, São Luís – 2015. Letras distintas diferem pelo teste Friedman 1176 
(P>0,05).   1177 

 1178 

Entretanto, o grupo associado apresentou maior percentual de motilidade 1179 

espermática (P< 0,05) e, numericamente, de células vivas e integridade de membranas. 1180 

Assim, houve maior mensuração e quantificação do estresse oxidativo nesse grupo. 1181 

Dessa forma, se pode afirmar que, apesar do grupo associado ter no meio 1182 

substâncias antioxidantes acrescida no diluente, a concentração utilizada de 1,25 1183 

mM/mL de cada antioxidante não foi capaz de neutralizar os ROS, levando ao maior 1184 

percentual de espermatozoides com intenso estresse oxidativo.  1185 

Guiarreta et al. (2015), avaliando a associação da vitamina C e glutationa 1186 

reduzida em sêmen de suínos sobre o estresse oxidativo a partir do nível de cisteína, 1187 

observaram que os resíduos de cisteína livres foram mais baixos nos tratamentos de 1188 

vitamina C e de glutationa reduzida e associado do que no controle.   Asha et al. (2003), 1189 

verificaram diminuição da lipoperoxidação induzida pelo etanol em sêmen de suínos 1190 

suplementados com selênio associado com vitamina C, levando ao aumento da ação 1191 

metabólica da glutationa reduzida, glutationa peroxidase e superóxidodismutase. 1192 

Respostas distintas aos valores encontrados no presente estudo, tais diferenças podem 1193 

ser explicadas pois, esses autores avaliaram o estresse oxidativo a partir de testes 1194 

indiretos.  1195 

Outra hipótese é que a vitamina C, quando em associação, atuou como pró – 1196 

oxidante, uma vez que o mesmo em baixas concentrações na presença, especialmente, 1197 

de Fe+ reage com o oxigênio favorecendo a peroxidação lipídica (DALVIT et al., 2005), 1198 
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o que danifica o ácido desoxirribonucleico (DNA), os lipídios e as proteínas 1199 

(VALENÇA e GUERRA, 2007). Corroborando tal hipótese, Michael et al. (2007) e 1200 

Monteiro et al. (2009), utilizando sêmen de cães, evidenciaram a ação pró – oxidante da 1201 

vitamina C na concentração de 1,5 mM/mL e com 50 µM Bansal e Bilaspuri (2008), 1202 

evidenciaram aumento na produção de malondialdeído em sêmen suplementado com 1203 

vitamina C e FeSO4, o mesmo relatado por Zanella et al (2010), os quais caracterizaram 1204 

a vitamina C como pró – oxidante quando associado com a vitamina E, sendo que este 1205 

antioxidante atuou na produção do radical hidroxila resultando em danos oxidativos à 1206 

membrana celular.  1207 

9.5 Morfologia pós – espermática 1208 

O valor médio dos defeitos maiores é apresentado no gráfico 4. 1209 

 1210 

Gráfico 4.   Médias e erro padrão para defeitos maiores para os animais tratados com Vitamina C, 1211 
glutationa reduzida e associação, São Luís – 2015. Letras distintas diferem pelo teste Tukey (P<0,05).   1212 

O valor médio dos defeitos menores é apresentado no gráfico 5.  1213 
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 1214 

Gráfico5.   Médias e erro padrão para defeitos menores para os animais tratados com Vitamina C, 1215 
glutationa reduzida e associação, São Luís – 2015. Não houve diferença entre as médias comparadas pelo 1216 
teste de Tukey (P>0,05). 1217 

Após o processo de criopreservação verificou-se que o grupo associado 1218 

apresentou menor percentagem de defeitos em relação ao grupo glutationa reduzida 1219 

(P<0,05), sendo igual, estatisticamente, ao controle e vitamina C. Para os defeitos 1220 

menores não se observou diferença (P>0,05).  1221 

Andrabi et al. (2008), em estudo com búfalos, utilizando sêmen acrescido de 1222 

vitamina C (5mM) e vitamina E (1mM) não observaram quaisquer efeitos desses 1223 

antioxidantes sobre morfologia espermática, sendo o mesmo relatado por Akhter et al. 1224 

(2011) em estudos com mesma espécie utilizando os mesmos antioxidantes. Resposta 1225 

semelhantes foram observados por Perez et al. (2012), os quais, em estudo com sêmen 1226 

de ovino não atestaram o efeito da suplementação da glutationa sobre os defeitos 1227 

espermáticos (menores, maiores e totais), o mesmo comprovado por Turcer et al. (2010) 1228 

em estudo com sêmen ovino suplementado com glutationa em concentrações similares 1229 

ao presente estudo.  1230 

Os resultados aqui expostos e, dos autores acima, comprovam que os 1231 

antioxidantes adicionados nos diluentes não exercem influência sobre a morfologia 1232 

espermática, onde os ROS que desencadeiam a peroxidação lipídica no espermatozoide 1233 

são responsáveis por alterações metabólicas e aumento da taxa de liberação de 1234 

componentes intracelulares, a exemplo, perda acentuada da motilidade espermática 1235 

(JONES e MANN, 1977), sendo reafirmado por Castilho et al. (2009).   1236 
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A grande maioria das patologias espermáticas é originada durante a 1237 

espermatogênese ou na criopreservação, como relatado por Watson (1995), sendo que 1238 

durante este processo pode ocorrer choque osmótico e térmico desencadeando danos 1239 

irreversíveis aos espermatozoides, o que afeta a estrutura celular (HAMMERSTEDT et 1240 

al, 1990).  1241 

Contudo, os dados de defeitos espermáticos, tanto maiores quanto menores, estão dentro 1242 

da normalidade para sêmen congelado, proposto pelo CBRA (1998), independente do 1243 

tratamento. Ressaltando a importância da avaliação da morfologia espermática, devido 1244 

sua correlação com a fertilidade. Severo (2009) diz que é de suma importância que os 1245 

espermatozoides preservem suas características físicas e morfológicas para que ocorra a 1246 

fecundação.  1247 

9. 6 Fecundação in vitro 1248 

318 ovários foram aspirados, obtendo 586 oócitos grau I e II que foram 1249 

distribuídos de acordo com cada grupo de tratamento: grupo controle (n=150); grupo 1250 

vitamina C (n= 146); grupo glutationa (n=143) e grupo associado (n=147).   1251 

Quanto à maturação oocitária, todos os oócitos (100%) ao estereomicroscópio 1252 

apresentaram boa expansão das células do cumullus oophorus e enegrecimento destas 1253 

células, apresentando ooplasma claro e com poucas granulações, validando esses 1254 

oócitos para as etapas subsequentes da PIV.  1255 

A motilidade espermática dos animais utilizados na PIV para o grupo controle 1256 

(T1= 40%, T2 = 45% e T3 = 45%), grupo vitamina C (T1= 40%, T2= 50% e T3=45%), 1257 

grupo glutationa reduzida (T1=45%, T2=45% e T3= 50%) e grupo associado (50% para 1258 

os três animais), e defeitos espermáticos totais antes da criopreservação de Touro 1: 1259 

10%; Touro 2: 5%; Touro 3: 8%. Valores dentro do preconizado para espécie bovina 1260 

(HERNRY e NEVES, 1998).  1261 

A média do pool, de acordo com cada tratamento, das sete repetições, foi de 1262 

47,85% ± 2,67 para grupo controle; 45% ± 0,00 para grupo vitamina C; 52,85% ± 6,98 1263 

para glutationa reduzida e 52,85% ± 4,87 para associado.   1264 

No gráfico 6 verifica-se a taxa de fertilização, avaliado pela quantidade de 1265 

blastômeros. 1266 
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 1267 

Gráfico 6. Taxa de fecundação in vitro, clivagem, com sêmen suplementado com Vitamina C, glutationa 1268 
reduzida e associação, avaliado pelo teste Exato de Fisher (P<0,05).  1269 

Verificou-se que a adição da glutationa reduzida, isoladamente, no diluidor 1270 

proporcionou melhor taxa de clivagem em comparação com o grupo controle (P<0,05). 1271 

Há poucos dados na literatura sobre o teste in vitro do sêmen acrescido de 1272 

antioxidantes. Borges (2008), avaliando na FIV o sêmen de bovino suplementado com 1273 

vitamina E (200 µM), não verificou diferença estatística na taxa de clivagem, apesar de 1274 

que o sêmen acrescido com este antioxidante apresentou maior índice de embriões 1275 

quando comparado ao controle. Este autor verificou que não houve diferença devido aos 1276 

defeitos espermáticos, como também ao processo de peroxidação nos espermatozoides.  1277 

Dados similares no efeito da glutationa reduzida foram encontrados por Gadea 1278 

et. (2004). Estes autores verificaram que a suplementação de 1 mM e 5mM em sêmen 1279 

criopreservado de suíno favoreceu uma maior penetração nos oócitos e formação de pró 1280 

– núcleos durante a FIV. Tais eventos, segundo esses autores, podem ter sido 1281 

favorecidos pela glutationa reduzida, a qual promove proteção ao DNA, 1282 

consequentemente, levando a formação dos prós – núcleos. Entretanto, os mesmos não 1283 

conseguiram elucidar por que que os espermatozoides que haviam entrado em contato 1284 

com a glutationa conseguiram penetrar com maior facilidade nos oócitos. Pois, não 1285 

houve quaisquer diferenças no acréscimo desse antioxidante sobre os outros parâmetros 1286 

avaliados, como motilidade espermática e integridade de membranas. 1287 

Em estudos posteriores em sêmen bovino, Gadea et al (2007) comprovaram que 1288 

a glutationa reduzida, na concentração de 1mM e 5mM, favoreceu ao aumento no 1289 

percentual de espermatozoides viáveis, sem defeitos na cromatina e sem fragmentação 1290 
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de DNA, que resultou no aumento na taxa de clivagem para os espermatozoides que 1291 

entraram em contato com esse antioxidante, tendo maior percentual quando acrescido de 1292 

5mM de glutationa reduzida, apesar de que esse antioxidante não diferiu nos parâmetros 1293 

de motilidade espermática, o mesmo comprovado por esses autores em sêmen de  suíno 1294 

(GADEA et al., 2004 e 2005), sendo que essa resposta, como esses mesmos autores 1295 

afirmam, pode ter ocorrido devido o antioxidante ter sido adicionado após o processo de 1296 

criopreservação. Assim, diminuindo o tempo de ação da glutationa. Não esquecendo, 1297 

claro, da variação animal, outro fator que justifica tais afirmações.  1298 

Junto a essas respostas, pode-se afirmar que os antioxidantes atuaram na 1299 

preservação das células espermáticas para a característica de motilidade, quando 1300 

comparado ao grupo controle, uma vez que foi observado incremento da motilidade 1301 

espermática em todos os grupos tratados. Os antioxidantes podem ter atuado impedindo 1302 

o processo de fosforilação no axonema, como também sobre o peróxido de hidrogênio 1303 

(ANDREOTI, 2007). Assim, a motilidade espermática pode ser um fator que tenha 1304 

contribuído para maior taxa de fecundação, visto que esta variável é indicadora de 1305 

fertilidade (LARSON e RODRIGUEZ – MARTINEZ, 2000).  1306 

Apesar de o grupo glutationa ter melhor taxa de fecundação in vitro, os valores 1307 

para todos os grupos estão abaixo da média, que de, aproximadamente 80% de clivagem 1308 

após 48 horas.  O sêmen foi um dos fatores primordiais que contribuíram para tais 1309 

resultados. De acordo com o teste de membranas avaliado pelas sondas fluorescentes, 1310 

todos os grupos apresentaram baixo percentual de acrossoma intacto, característica 1311 

indesejada para fecundação, a qual exige que os espermatozoides estejam capacitados e 1312 

com integridade acrossomal, para que estes consigam atravessar as células do cumullus 1313 

oophorus e a zona pelúcida (GORDON, 1994).  1314 

Outro ponto foi o fator touro, pois os animais experimentados eram animais de 1315 

campo que não possuíam uma genética superior e nunca haviam sido utilizados na 1316 

produção in vitro. É de conhecimento que um dos principais fatores que interferem na 1317 

PIV é a individualidade de cada reprodutor e sua resposta frente aos oócitos de cada 1318 

doadora, além da sua capacidade de fecundar e produzir embriões. Watanabe et al. 1319 

(1998) verificaram uma variação na taxa de clivagem, em torno de 38 a 91%, utilizando 1320 

12 touros da raça Nelore.  1321 

Apesar do desenvolvimento em mais de dois blastômeros, constatou-se 1322 

interrupção no desenvolvimento, ocorrendo a fecundação, mas não culminando com o 1323 
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pleno desenvolvimento embrionário, até os estádios de mórulas e blastocistos, como 1324 

observado na tabela 7.  1325 

 1326 

Tabela 5. Percentual de embriões sobre o total de oócitos fecundados de acordo com cada 1327 
tratamento das sete repetições da produção in vitro, São Luís - 2015 1328 
 Oócitos 

fecundado 

Quantidade 

Controle 86 23 (26,74%) 

Vitamina C 89 17 (19,10%) 

Glutationa reduzida 98 31 (31,63%) 

Associado 99 26 (26,26%) 

Não houve diferença estatística avaliado pelo teste Exato de Fisher (P>0,05).  1329 

De acordo com os dados, somente o grupo glutationa (22% em relação a 1330 

quantidade de oócitos) teve melhor índice de embriões produzidos pela técnica de PIV. 1331 

Camara et al. (2006) afirmaram que apenas 30 – 40% dos oócitos conseguem chegar até 1332 

o estádio de blastocisto. 1333 

No índice de embriões trabalhos por Gadea et al. (2007), observou-se que 1mM 1334 

de glutationa adicionada no sêmen após na descongelação já aumenta a taxa de 1335 

embriões quando comparado ao controle, tendo um percentual de 29% quando utilizou 1336 

1mM e 31,3 % para concentração de 5mM, em relação ao grupo controle com 22,3 %. 1337 

Diversos fatores podem ter contribuído para o baixo desenvolvimento embrionário. 1338 

Para a vitamina C, esse grupo apresentou menores parâmetros de motilidade 1339 

espermática, integridade acrossomal resultando em menor fecundação e menor 1340 

percentual de embriões. O grupo associado obteve parâmetros mais próximos do sêmen 1341 

suplementado com glutationa reduzida. No entanto, esse grupo na avaliação do estresse 1342 

oxidativo, foi o que apresentou maior percentual de células com intenso estresse 1343 

oxidativo. Assim, sugere-se que os defeitos da integridade da membrana plasmática e 1344 

acrossomal associado com ROS, desencadeando a peroxidação lipídica, pode ter levado 1345 

a um processo de fragmentação do DNA através de danos na cromatina (HUGSES et al, 1346 

1996), pela ação principalmente do radical hidroxila (COMHAIRE et al., 2000). Esses 1347 

espermatozoides, mesmo danificados, não perdem a capacidade de fecundar os oócitos, 1348 

acarretando na ativação do genoma paterno seguido de desenvolvimento inicial, 1349 

entretanto há um bloqueio nos primeiros estádios (FATEHI et al, 2006), como foi 1350 

observado no presente estudo.  1351 

 No D7 haviam muitas células em diferentes estágios de desenvolvimento e um 1352 

número bem expressivo de mórulas compactadas em relação ao número de blastócitos 1353 

em todos os grupos. Para o grupo controle 82% de mórulas para 17,39% blastocisto; 1354 



 
 

62 
 

grupo vitamina C 82,35% e 11,76% de mórulas e blastocisto respectivamente; 64,51% e 1355 

25,80% mórulas e blastocistos e no associado 84,61% e 15,38% mórulas e blastocistos, 1356 

respectivamente.  1357 

A peroxidação lipídica pode ter sido um fator que interferiu no desenvolvimento 1358 

embrionário. Silva et al. (2007), os quais testaram, através da FIV, sêmen bovino 1359 

exposto a condições de estresse oxidativo, utilizando diferentes concentração de 1360 

peróxido de hidrogênio (100 e 500 mM/mL) e substâncias pró – oxidante (100 mM de 1361 

ácido ascórbico e 20 mM FeSO4), constataram que o peróxido de hidrogênio é 1362 

responsável por danos as membranas plasmática do espermatozoide, e essa injúria 1363 

diminui a possibilidade de desenvolvimento embrionário, onde os espermatozoides com 1364 

moderado estresse oxidativo são capazes de formar embriões. Contudo, maiores 1365 

quantidades de ROS vão diminuir acentuadamente a taxa de embriões, tendo bloqueio 1366 

no desenvolvimento com duas células, apesar dos demais se desenvolverem 1367 

normalmente. Foi observado por autores que as substâncias pró – oxidantes são mais 1368 

lesivas ao espermatozoide, sendo refletido nas respostas dos embriões que param 1369 

complemente seu desenvolvimento com duas células. Tais respostas obtidas por esses 1370 

autores podem explicar o que ocorreu no presente estudo.  1371 

A competência dos oócitos pode, também, ter influenciado a taxa da PIV, apesar 1372 

do rigor na seleção destes e devido o cultivo. A qualidade do oócito é de fundamental 1373 

importância, pois garante a ativação do genoma para o pleno desenvolvimento 1374 

embrionário (CAMARA et al., 2008), e essa qualidade pode ser influenciada pelo 1375 

estado fisiológico do animal (DODE e RODOVALHO, 2001). Em condições 1376 

experimentais não houve o acompanhamento das fêmeas doadoras, pois os ovários 1377 

utilizados eram de abatedouros, acarretando no desconhecimento do estado de saúde, 1378 

como também no padrão hormonal dos animais experimentados. Efeitos adversos e 1379 

estruturais durante o cultivo in vitro podem ter contribuído para o bloqueio no 1380 

desenvolvimento dos embriões, tendo em vista que o cultivo dos mesmos é uma etapa 1381 

determinante no desenvolvimento de embriões viáveis (BRUM et al, 2002).   1382 

 1383 

Conclusão  1384 

Diante dos resultados apresentados foi possível concluir que: 1385 

 Associação de antioxidantes preserva a motilidade espermática; 1386 

 Os antioxidantes não interferem na integridade das membranas e 1387 

morfologia espermática; 1388 
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 A associação de antioxidante favorece maior estresse oxidativo; 1389 

 Utilização de glutationa reduzida no diluidor favorece melhores respostas 1390 

na fecundação in vitro.  1391 

 1392 

  1393 
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ANEXO 1 2230 

Solução Tris: 2231 

Componente Quantidade 

TRIS 36,05 g 

ÁCIDO CÍTRICO 20,24 g 

FRUTOSE 14,88 g 

PENICILINA G 500.000 UI 

ESTREPTOMICINA 500.000 µg 

ÁGUA MILLIQ/DESTILADA q.s.p 1000 mL 

(Gonzalez, 2004) 2232 

 2233 

 2234 

 2235 

Espermatozoide corados com CellRox®. Seta verde: Intenso estresse oxidativo; Seta 2236 

azul: Sem estresse oxidativo. Pinto, 2015. 2237 

 2238 

 2239 

 2240 

 2241 

 2242 
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ANEXO 2  2243 

1. Solução TALP SPERM(Bavister et al., 1983) 2244 

Componentes Quantidade (g) para preparar 500 mL 

NaCl 2,1 g 

KCl 0,935 g 

NaHCO3 1,05 g 

NaH2PO4 0,025 g 

CaCl2 H20 0,145 g 

MgCl 6H2O 0,04 g 

Hepes 3,25 g 

 2245 

Preparo:  2246 

- Diluir CaCl2 2H20 e MgCl 6H2O em 200 mL de água Milli-Q;  2247 

- Os demais sais devem ser diluídos em 200 mL de água Milli-Q;  2248 

- Combinar as duas soluções e completar para 500 mL;  2249 

- Filtrar;  2250 

- Manter resfriado. 2251 

 2252 
2. Solução dos metabólitos glicosados 2253 

 2254 
A. Solução estoque  2255 

 2256 

Componentes Quantidade (g) para preparar 500 mL 

Glicose 2,5 g 

Lactato de sódio 9,25 mL 

Piruvato de sódio 70 mg 

Pen-Strep 12,5 mL 

  2257 

Preparo:  2258 

- Dissolver todos os componentes;  2259 

- Aliquotar - alíquotas de 5 mL;  2260 

- Manter em freezer (-20º C). 2261 

B. Solução trabalho 2262 
 2263 

- Pipetar 45 mL da solução de sais de TALP;  2264 

- Ajustar pH para 7,4;  2265 

- Adicionar 5mL da solução estoque de metabólitos glicosados;  2266 

- Filtrar em filtro de 0,45 μm;  2267 

- Aliquotar - alíquotas de 300 μL;  2268 
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- Manter em freezer (-20º C). 2269 

Sondas fluorescentes (Celeghini et al, 2007) 2270 

Hoescht 33342 2271 
 2272 

Solução estoque (25 mg/mL) 2273 
 2274 

- Diluir o Hoescht 100mg em 4mL de DMSO - 25mg/mL (solução estoque);  2275 

-Aliquotar em eppendorff e armazenar a -20° C.  2276 

 2277 
Solução de trabalho (0,5 mg/mL) 2278 

 2279 

- Adicionar a 980 μl de DPBS, 20 μl de H3342 (solução estoque, 25 mg/mL) para ficar 2280 

a concentração de 0,5 mg/mL (solução trabalho);  2281 

-Aliquotar em eppendorff e armazenar a -20° C. 2282 

Iodeto de propídeo (PI)  2283 
 2284 

Solução estoque 25 mg/mL 2285 
 2286 
- Adicionar 1 mL de DMSO à 25 mg de PI;  2287 

-Aliquotar em eppendorff e armazenar a -20° C. 2288 

Solução trabalho 0,5 mg/mL 2289 

- Adicionar 20 μL de PI (solução estoque) a 980 μL de PBS;  2290 

- Aliquotar em eppendorff e armazenar a -20° C. 2291 

FITC-PSA  2292 
 2293 

Solução de trabalho (100 μg/mL) 2294 
 2295 
- No frasco do FITC-PSA acrescentar 1 mL de DPBS e homogeneizar;  2296 

- Em tubo falcon coberto com papel alumínio adicionar 18 mL de DPBS, 1 mL de 2297 

solução de azida de sódio 1% e 1 mL da solução do FITC-PSA homogeneizada;  2298 

- Aliquotar em eppendorff e armazenar a -20º C. 2299 

CellRox® 2300 

Solução de trabalho (1mM) 2301 
 2302 

- Adicionar 8 μL de CellROX® 2,5 mM a 12 μL de DMSO;  2303 

- Armazenar a -20º C. 2304 


