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RESUMO 
 
 
 

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da adição da L-arginina (L-

arg, precursora da síntese de NO) na qualidade da capacitação in vitro de 

espermatozoides bovinos criopreservados, e seu reflexo na produção in vitro 

de embriões. Foram utilizados espermatozoides criopreservados de quatro 

touros (Bos indicus) da raça Nelore testados para fertilização in vitro. No 

experimento 1, foram avaliadas a percentagem de espermatozoides 

capacitados e que apresentaram reação acrossômica (RA) pelo teste da 

clortetraciclina. A percentagem de espermatozoides que apresentaram as 

membranas plasmática (MP) e acrossomal (MA) íntegras foi avaliada pela 

associação de 3 sondas fluorescentes (IP; Hoescht; PSA-FICT). O tratamento 

com L-arg+heparina aumentou o percentual de espermatozides capacitados 

(61,1%), diminuiu a RA (19,6%) (P<0,05) e não apresentou diferença na 

percentagem de espermatozoides com MP e MA integras quando comparado 

com o controle (67,39% - P>0,05). No experimento 2, a qualidade espermática 

foi avaliada pela taxa de produção de blastocistos in vitro utilizando 

espermatozoides capacitados por 30 min. A capacitação com L-arg+hep 

aumentou a taxa de blastocistos (31,8%) quando comparado ao controle FIV 

capacitado com heparina em presença de COCs (P<0,05). Os resultados nos 

permitem concluir que a adição de L-arg no meio capacitante contendo 

heparina: 1) aumenta a taxa de espermatozoides capacitados in vitro com 30 

min de cultivo e, 2) aumenta a produção in vitro de blastocistos bovinos. 

 

Palavras-chave: oxido nítrico, fertilização in vitro, teste da clortetraciclina 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 
 
 

 

The aim of this study was to evaluate the effects of the addition of L-arginine (L-

arg, precursor of NO synthesis) in the quality of heparin-induced in vitro 

capacitation of cryopreserved bovine spermatozoa and its effects on in vitro 

embryo production. Cryopreserved sperm of four Nellore bulls (Bos indicus) 

tested for in vitro fertilization (FIV) were used. In experiment 1, were evaluated 

the percentage of capacitated sperm and acrosome reaction (AR) by 

chlortetracycline test. The integrity of sperm plasma membrane (PM) and 

acrosome (AM) was assessed by the association of three fluorescent probes 

(IP; Hoechst, PSA-FITC). Capacitation with L-arg + heparine increased the 

percentage of capacitated sperm (61.1%), decreased the AR (19.6%) (P <0.05) 

and show no difference in the percentage of sperm with PM and AM integrity 

when compared with control (67,39%, P> 0.05). In experiment 2, the sperm 

quality was evaluated by the the in vitro production rate of blastocysts using 

capacitated sperm for 30 min. The capacitation with L-arg + heparine increased 

the blastocyst rate (31,8%) compared with control FIV, capacitated with 

heparine in the presence of COC (P <0.05). The results allow us to conclude 

that the addition of L-arg in the culture medium containing heparin: 1) increases 

the number of in vitro capacitated spermatozoa with 30 min of cultivation, and 2) 

increase of bovine in vitro production of blastocysts. 

 

Keywords: Nitric Oxide, fertilization in vitro, chlortetracycline test 
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1- INTRODUÇÃO 

 

 

 O Brasil ocupa atualmente posição de destaque na pecuária mundial, sendo 

detentor do maior rebanho comercial do mundo (IBGE, 2014), maior exportador 

mundial de carne bovina, com 1.5 milhões de toneladas (SECEX-MDIC, 2014) e o 

sexto maior produtor de leite no ranking mundial, com 32.304 bilhões litros/ano 

(PPM/IBGE, 2012). 

 Para que este cenário melhore ainda mais, é necessário o correto manejo 

produtivo do rebanho, e a implementação e desenvolvimento de diversas práticas 

visando o melhoramento genético do rebanho bovino nacional, tais como a produção 

in vitro de embriões (PIVE), que vem sendo cada vez mais difundida e utilizada 

comercialmente em vários países (TAMASSIA, 2007, LONERGAN e FAIR, 2008; 

VIANA et al., 2012). Segundo Stroud (2012), o Brasil se consolidou como liderança 

absoluta na produção in vitro de embriões respondendo por mais de 85% do total 

mundial. 

Para melhoria dos índices da PIVE, muitos trabalhos vêm sendo realizados 

avaliando-se as condições durante a maturação do oócito, e o cultivo in vitro do 

embrião (GOTTARDI e MINGOTI, 2009). Porém, há ainda necessidade de mais 

pesquisas voltadas ao gameta masculino, principalmente relacionadas ao processo 

de capacitação espermática in vitro (SILVA, 2010). 

Visando a melhoria desse processo de capacitação espermática in vitro, várias 

substâncias têm sido utilizadas junto aos meios de fertilização, como geldanamicina, 

osteopontina e L-arginina (O´FLAHERTY et al., 2004; HOU et al., 2008; MONACO et 

al., 2008; ROY e ATREJA, 2008). A L-arginina (L-arg) desempenha importante 

função na motilidade espermática, além de induzir a capacitação e reação 

acrossômica em várias espécies de mamíferos, tendo seu efeito já sido descrito em 

bovinos (O´FLAHERTY et al., 2004; LEAL et al., 2009; SILVA, 2010; LEAL, 2012), 

equinos (CARVALHO et al. 2012; FRANCO-SILVA, 2013), suínos (FUNAHASHI, 

2002). Tais efeitos têm sido relacionados à síntese de óxido nítrico (NO) 

(O´FLAHERTY et al., 2004; LEAL et al., 2009). 

O NO é uma espécie reativa de nitrogênio (ERN), podendo atuar na sinalização 

inter e intracelular, como antioxidante ou radical livre (DIXIT e PARVIZI, 2001). Ele é 
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sintetizado durante a conversão da L-arg em L-citrulina por reações oxidativas 

catalisadas pela enzima óxido nítrico sintase (NOS), utilizando oxigênio, fosfato 

dinucleotídeo adenina nicotinamida (NADPH) (MONCADA e HIGGS, 1993), 

dinucleotídeo adenina flavina (FAD), mononucleotídeo flavina (FMN) (DONNELLY et 

al., 1997) e cálcio/calmodulina (CaM) como co-fatores para as isoformas neuronal e 

endotelial (IGNARRO, 2000).  

Após a identificação do NO como sinalizador intra e intercelular, aumentou-se o 

número de pesquisas avaliando-se o papel deste em diversos processos no 

organismo, principalmente devido ao fato da síntese de NO ter sido observada em 

uma grande variedade de tipos celulares, inclusive naqueles relacionados com a 

fisiologia espermática (MARLETTA, 1993; HERRERO et al., 1994; O’BRYAN et al., 

1998; LEAL et al., 2009). Contudo, grande parte dos trabalhos utilizando a L-arg na 

capacitação espermática em mamíferos não avaliam seu efeito pós-capacitação, 

como a produção in vitro de embriões. 

A escolha no presente estudo, do tempo de capacitação espermática por 30 min 

antes da co-incubação com os ócitos, ao invés das 4 h citadas na literatura 

(PARRISH et al., 1994; CHAMBERLAND et al., 2001) como necessárias para 

capacitação de espermatozoides bovinos, ocorreu porque em nossos estudos 

prévios observamos que com 30 min, o número de espermatozoides capacitados 

avaliados pelo teste de CTC (61,15 ± 2,22%) era semelhante ao observado com 4 h 

de capacitação (60,7 ± 2,1%) (LEAL, 2012). Essa observação também foi descrita 

por Fukui et al. (1990), que ao avaliarem o efeito de diferentes concentrações de 

heparina (0, 5, 10, 25, 50, 100 e 200 µg/mL) e diferentes períodos de incubação dos 

espermatozoides na qualidade da capacitação (0, 5, 15, 30, 45, 60, 120, 180 e 240 

min), observaram que os períodos de incubação de 5, 15, 30 e 45 min apresentaram 

as maiores taxas de oócitos fertilizados, diferindo dos 240 min tradicionalmente 

usados (P<0,05). Além disso, visa-se melhorar o processo à nível de laboratório, 

devendo o mesmo ser realizado o mais rápido possível para não comprometer a 

rotina de laboratório de PIV.   

Desta maneira, este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da L-arginina, 

substância precursora do NO, na capacitação in vitro induzida pela heparina de 

espermatozoides bovinos criopreservados. Serão identificados seu efeito na 

qualidade espermática e seu reflexo na produção in vitro de embriões. Com isso, 
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espera-se contribuir no estudo do papel do NO na capacitação in vitro dos 

espermatozoides bovinos, e a importância desse evento no desenvolvimento dos 

embriões produzidos in vitro. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

  

2.1 Capacitação espermática 

 

 

2.1.1 Capacitação espermática in vivo 

 

 

O processo de capacitação espermática pode ser definido como modificações 

bioquímicas, biofísicas, moleculares e metabólicas que ocorrem em todos os 

domínios dos espermatozoides, conferindo-lhes a capacidade de fertilizar um oócito, 

seja no processo in vivo ou in vitro (BAILEY, 2010).  

Após ocorrer a ejaculação, os espermatozoides de mamíferos ainda não são 

capazes de fertilizar o oócito, sendo necessário passar por um processo de 

capacitação, que in vivo, ocorre no trato reprodutor da fêmea (AUSTIN, 1951; 

CHANG, 1951).  

 As mudanças funcionais induzidas pela capacitação possibilitam ao 

espermatozoide que ele (I) esteja habilitado a se ligar à zona pelúcida do oócito 

(TOPPER et al., 1999); (II) adquira hiperativação flagelar, necessária para a 

penetração no oócito (HO e SUAREZ, 2001) e (III) tenha a capacidade de realizar a 

fusão da sua membrana com a membrana plasmática do oócito (EVANS e 

FLORMAN, 2002). 

Durante a maturação dos espermatozoides no epidídimo, grandes 

quantidades de colesterol são incorporadas à sua membrana plasmática (BAILEY, 

2010). Quando os espermatozoides entram em contato com as secreções das 

glândulas vesiculares, proteínas ligadoras chamadas BSPs (do inglês Binder of 

Sperm Proteins) são adsorvidas à superfície espermática e se ligam aos fosfolipídios 

da membrana (HUNG e SUAREZ, 2012). Essas proteínas são encontradas no 

plasma seminal de inúmeras espécies e em bovinos elas são conhecidas como BSP 

1, BSP 3 e BSP 5 (RÊGO, 2010) e representam 70% do total de proteínas presentes 

no plasma seminal (NAUC e MANJUNATH, 2000). Acredita-se que as BSPs 

estabilizem a membrana plasmática durante o percurso pelo trato reprodutivo 
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feminino (BAILEY, 2010) e, se liguem à tuba uterina das fêmeas (GWATHMEY et al., 

2003). Tal fato resulta na formação de um reservatório de espermatozoides, onde 

estes sofrerão o processo de capacitação, permitindo-lhes tornarem-se férteis até o 

momento em que o COC alcança a tuba uterina (HUNG e SUAREZ, 2012). 

Durante a capacitação espermática ocorrem vários eventos bioquímicos, 

estando este processo correlacionado com modificações na concentração 

intracelular de íons como o cálcio (BONI et al., 2007), aumento do pH citosólico 

(VRENDENBURGH-WILBERG e PARRISH, 1995; FRASER, 1995), aumento da 

concentração de AMPc no espermatozoide (PARRISH et al., 1994; PARINAUD e 

MILHET, 1996), geração de baixa concentração do anion superóxido (de 

LAMIRANDE et al., 1998; O’FLAHERTY et al., 2004), e alteração da motilidade 

espermática, conhecida como hiperativação (YANAGIMACHI, 1994). Também tem 

sido descrita a ocorrência da fosforilação de proteínas espermáticas, principalmente 

no resíduo tirosina durante esse processo, tendo papel crucial não só na 

capacitação, como também na reação acrossômica e penetração do espermatozoide 

(VISCONTI et al., 1995 a e b; EMILIOZZI e FENICHEL, 1997; GALANTINO-HOMER 

et al., 1997; VISCONTI e KOPF, 1998; CHAMBERLAND et al., 2001; ROY e 

ATREJA, 2009).  

Como resultado de todos estes eventos, a capacitação altera a arquitetura e 

permeabilidade da membrana plasmática, o que induz a hiperativação e reação 

acrossomal, após a ligação do espermatozoide com a zona pelúcida do oócito, 

havendo a liberação das enzimas hidrolíticas que possibilitam ao espermatozoide 

penetrar na zona pelúcida e se fundir com a membrana plasmática do oócito (WITTE 

e SHÄFER-SOMI, 2007). 

Alterações na composição e distribuição lipídica da membrana plasmática dos 

espermatozoides ocorrem durante o processo de capacitação, sendo esta a 

estrutura que mais sofre mudanças, principalmente por estar em contato direto com 

o meio capacitante. As principais mudanças são: reorganização de proteínas de 

membrana e redução da relação colesterol/fosfolipídios na superfície permitindo 

aumento da fluidez da membrana, principalmente pelo aumento da concentração de 

fosfatidilcolina, um desestabilizador desta estrutura (CROSS, 2000; FLESCH e 

GADELLA, 2000; WITTE e SHÄFER-SOMI, 2007). 
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Os lipídeos da membrana plasmática do espermatozoide sofrem notável 

remodelação como preparação para fertilização. Tem sido sugerido que a taxa de 

capacitação depende da perda de colesterol da membrana. No trato reprodutor 

feminino, o efluxo de colesterol é acelerado pelos aceptores de colesterol (NEILD et 

al., 2005), sendo a albumina a proteína de maior secreção do trato feminino 

participando do inicio da capacitação por facilitar este processo, o que também é 

atribuído às lipoproteínas de alta densidade (HDL do inglês high-density lipoprotein) 

também secretadas pelo trato reprodutor feminino (THÉRIEN et al., 1997; RÊGO, 

2010). 

 

 

2.1.2 Capacitação espermática in vitro de bovinos 

 

 

O processo de capacitação de espermatozoides também pode ser 

reproduzido in vitro a partir de meios definidos, com variados graus de sucesso para 

cada espécie. O processo é induzido por agentes capacitantes, tal como a heparina, 

que irão desencadear alterações específicas da membrana plasmática dos 

espermatozoides, dentre outras alterações (BAILEY, 2010). 

Visto que o plasma seminal contém inúmeras BSPs que dificultam a 

capacitação, a remoção do fluido seminal é essencial para que tal processo seja 

iniciado em condições in vitro (YANAGIMACHI, 1994), juntamente à incubação dos 

mesmos em um meio capacitante contendo heparina (CHAMBERLAND et al., 2001). 

A remoção do plasma seminal residual contendo os fatores decapacitantes e 

do diluente utilizado quando os espermatozoides são criopreservados, é o primero 

passo para que a capacitação espermática in vitro seja iniciada. Para tal remoção, 

os métodos mais comumente utilizados são o Percoll e o swim up (LEE, 2009).   

Gradientes de densidade de Percoll são amplamente utilizados para a 

seleção de células por centrifugação (LEE et al., 2009). O Percoll é constituído por 

partículas de sílica coloidal revestidas por polivinilpirrolidona (PVP) e, através dele, 

são selecionadas as células espermáticas de acordo com seu estádio de maturação 

e integridade (OSHIO, 1988). Esse processo ocorre por meio da combinação da 

centrifugação com a motilidade espermática, depositando-se as células móveis no 
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pellet formado (RHEMREV et al., 1989) e, as impurezas (debris celulares, 

espermatozoides imóveis, imaturos e anormais, bem como crioprotetores e 

diluentes) permanecem na fração sobrenadante do tubo (LEE et al., 2009). 

Já o teste chamado de swim up, é baseado na capacidade inata do 

espermatozoide em transpor barreiras de fluidos com determinada viscosidade, por 

meio de sua motilidade progressiva e retilínea, semelhante ao que ocorre in vivo 

(RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2005). Dessa forma, os espermatozoides viáveis que 

conseguem se deslocar até a superfície da coluna indicam a sua capacidade inata 

fertilizante (ZHANG et al., 1998).  

Segundo Parrish et al. (1988) e Chamberland et al. (2001), a heparina tem 

sido considerada a principal substância que promove a capacitação in vitro sem 

induzir a reação acrossômica em espermatozoides bovinos. Entretanto, este 

processo também pode ser obtido com o uso de concentrações precisas de 

bicarbonato, cafeína ou adenosina, onde os espermatozoides atingem o mesmo 

percentual de capacitação alcançado com o uso da heparina, avaliado pelo teste de 

clortetraciclina (CTC) (BREININGER et al., 2010). Segundo Chamberland et al., 

(2001) o meio de capacitação contendo heparina, comparado com o controle (sem 

heparina), promove uma melhor motilidade progressiva dos espermatozoides, além 

da melhora na capacitação espermática (RODRIGUEZ et al., 2004; O’FLAHERTY et 

al., 2004). Segundo Paes de Carvalho et al. (2003), apenas 30% dos 

espermatozoides bovinos capacitaram na ausência de heparina após 4 h de 

incubação, sendo esta, avaliada pelo teste de penetração em oócitos homólogos.  

A geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) em 

concentrações baixas e controladas estão também envolvidas nos processos de 

capacitação e reação acrossômica dos espermatozoides por iniciarem e controlarem 

muitos eventos celulares, tais como o influxo de Ca2+, a elevação do pH intracelular 

e da concentração de AMPc, aumento da fluidez da membrana, ativação das 

cascatas de transdução de sinais, e fosforilação de proteínas, levando à aquisição 

da capacidade fertilizante do espermatozoide (FORD, 2004; de LAMIRANDE e 

LAMOTHE, 2008; de LAMIRANDE e O’FLAHERTY, 2008). A adição exógena de O2 

ou H2O2 promove o processo de capacitação em espermatozoides humanos (TOSIC 

e WALTON, 1950; FORD, 2004, de LAMIRANDE e GAGNON, 1995), enquanto que 

sua remoção com superóxido dismutase e catalase previnem a capacitação em 
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espermatozoides humanos (de LAMIRANDE e GAGNON, 1993) e de bovinos 

(O’FLAHERTY et al., 1999), confirmando a evidência de que as ROS estão 

envolvidas neste processo. 

RODRIGUEZ et al. (2011) demonstraram que a capacitação induzida pela 

heparina aumenta o consumo de O2 após 45 min de incubação estando  associada 

com aumento da capacitação espermática avaliada pelo teste CTC. Desse consumo 

de O2, 21% são utilizados para produzir O2-, 19% são utilizados para produzir NO e 

os 60% restantes podem ser consumidos pela respiração mitocondrial para produzir 

ATP necessário para suportar o requerimento energético da célula. 

O tempo necessário para que o espermatozoide esteja capacitado é 

dependente da temperatura e da ligação na zona pelúcida que circunda o oócito e 

induz sua reação acrossômica (YANAGIMACHI et al., 1994; de LAMIRANDE et al., 

1997) e varia entre as diferentes espécies animais, sendo necessárias 2 h em 

camundongos (VISCONTI e KOPF, 1998) e 4 h em bovinos (PARRISH et al., 1988; 

CHAMBERLAND et al., 2001), quando realizada in vitro. Em humanos, essa 

capacitação é mais rápida, ocorre com 1 h de incubação (COHEN-DAYAG et al., 

1995; JAISWAL et al., 1998). 

Para induzir a capacitação in vitro em bovinos, Parrish et al. (1988) incubaram 

espermatozoides em meio com heparina (10 mg/mL) e observaram que estes 

requerem um período de 4 h de incubação a 39 ºC para se tornarem capacitados. 

Isso se deve ao fato de que, após os espermatozoides terem sido incubados com 

oócitos em meio tyroides de fecundação (TALP-fec), na presença de heparina, foi 

observado após 4 h de incubação, uma maior taxa de oócitos penetrados em 

relação aos espermatozoides incubados por 25 min, 1 h, 2 h e 3 h. Diferente do 

autor anterior, onde os melhores resultados foram encontrados com 4 horas, Leal 

(2012) encontrou resultados favoráveis utilizando um período de incubação dos 

espermatozoides por 30 minutos, evidenciado por uma maior taxa de blastocistos 

em relação ao controle sem prévia incubação. Fukui et al. (1990), ao avaliarem 

diferentes concentrações de heparina (0, 5, 10, 25, 50, 100 e 200 µg/mL) e 

diferentes períodos de incubação dos espermatozoides (0, 5, 15, 30, 45, 60, 120, 

180 e 240 min), observaram que os períodos de  prévia incubação de 5, 15, 30 e 45 

min, apresentaram as maiores taxas de oócitos fertilizados, diferindo dos 240 min, 

tradicionalmente usados (P <0,05). 
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2.1.3 Avaliação da capacitação espermática 

 

 

Visto que a capacitação espermática engloba uma série de importantes 

eventos, alguns testes foram desenvolvidos para monitorar uma ou mais partes do 

processo. As mudanças na fluidez da membrana podem ser avaliadas utilizando a 

sonda fluorescente Merocyanine 540, um corante hidrofóbico que se liga ao folheto 

interno da membrana plasmática no inicio da capacitação (RODRIGUEZ-

MARTINEZ, 2005; GRAHAM e MOCÉ, 2005). Outras formas de avaliação incluem: 

(I) mudança nos níveis de cálcio intracelular utilizando a clortetraciclina (CTC) 

(FRASER, 2005; SILVA, 2006), Indo-1 AM ou fluo-3AM; (II) mudanças na 

fosforilação de proteínas; (III) a capacidade dos espermatozoides de realizarem a 

reação acrossomica quando induzidos por diferentes substâncias, tais como 

lysophosphatidylcholine (SALAZAR et al., 2000) ou heparina (PARRISH, et al., 

2008); e (III) a produção  in vitro de embriões, já que é necessário que os 

espermatozoides estejam capacitados para ocorrer a fertilização dos oócitos 

(PARRISH, et al., 1994; CHAMBERLAND et al., 2001) .   

O hidrocloreto de clortetraciclina, ou CTC, é uma sonda que se liga à 

membrana plasmática dos espermatozoides em uma forma dependente de 

Ca²+/Mg²+ no final da capacitação, quando há o deslocamento dos íons no 

plasmalema da cabeça do espermatozoide (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2005; 

GRAHAM e MOCÉ, 2005), formando assim um complexo altamente fluorescente, de 

coloração amarela (SILVA, 2006). Fraser (1995) define três padrões de marcação 

pelo uso do CTC: padrão F (do inglês Full), onde é marcada toda a cabeça do 

espermatozoide, uma vez que os íons estão distribuídos de forma uniforme no 

espermatozoide íntegro e não capacitado; padrão B (do inglês Banded), onde é 

marcado somente o acrossoma, pelo fato dos íons estarem concentrados nessa 

região nos espermatozoides capacitados, e padrão AR (do inglês Acrosome 

Reaction), para espermatozoides reagidos, onde não é possível ver nenhuma 

marcação na região apical ou apenas uma marcação fraca na regição posterior da 

cabeça.  

Outro teste utilizado para avaliação da capacitação espermática é o teste de 

penetração em oócitos homólogos, que é um importante método para avaliar a 



19 

 

 

 

 

qualidade, tanto do espermatozoide quanto do oócito, sendo muito útil quando se 

utilizam tratamentos em ambos os gametas para avaliar seus efeitos na 

funcionalidade dessas células. Dessa maneira, Rosenkranz e Holzmann (1997), 

classificaram a penetração em três tipos: tipo A – a cabeça do espermatozoide e os 

cromossomos do oócito são visíveis no ooplasma; tipo B – já ocorreu a 

descondensação dos cromossomos e ambos os pró-núcleos formaram a membrana 

nuclear, mas ainda são pequenos e distantes; e tipo C – pró-núcleos atingiram seu 

maior tamanho e estão mais próximos um do outro.  

 

 

2.2 Óxido nítrico 

 

 

O óxido nítrico (NO - do inglês Nitric Oxide) é uma molécula gasosa simples, 

habitualmente encontrada no ar atmosférico em pequenas concentrações, 

considerada um agente químico altamente reativo devido à presença de um radical 

livre (elétron extra) (FLORA FILHO e ZILBERSTEIN, 2000). Apresenta meia vida 

muito curta de menos de 10 segundos devido à sua rápida oxidação a nitrito (NO2
-) e 

nitrato (NO3
-) (NORMA e CAMERON, 1996). 

Existem muitas células capazes de sintetizar o NO por meio de 

hemeproteínas da família citocromo P-450, chamadas de óxido nítrico sintases 

(NOS – do inglês Nitric Oxide Synthase), enzimas que convertem a L-arginina em L-

citrulina e NO, sendo dependentes de oxigênio, nicotinamida-adenina nucleotídeos 

(NADPH), flavinas (flavina mononucleótido – FMN e flavina dinucleótido – FDN), 

bipterinas, além do Ca2+/ calmodulina (RETTORI e McCANN, 1998; IGNARRO, 

2000). As isoformas da NOS são agrupadas em duas categorias, a NOS constitutiva 

(cNOS) representada pela NOS neuronal (nNOS) e a NOS endotelial (eNOS); e a 

NOS induzível (iNOS) (DUSSE et al., 2003). As isoformas constitutivas produzem 

pequenas quantidades de NO, e sua ativação depende da interação com a 

calmodulina, que, por sua vez, é controlada pelos níveis de cálcio (Ca²++), 

participando de diversos processos fisiológicos (MONCADA et al., 1991; 

MARLETTA, 1994). A isoforma induzível é Ca2+/ Calmodulina independente, não 

expressa sob condições normais, sendo induzida por citocinas e/ou endotoxinas em 
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uma variedade de células. Necessita de algumas horas para ser expressa, mas, 

uma vez sintetizada, libera quantidades maiores de NO que as isoformas 

constitutivas e a produção deste continua indefinidamente até que a L-arginina ou os 

co-fatores necessários para sua síntese sejam esgotados ou ocorra morte celular 

(DUSTING e MacDONALD, 1995). 

A NOS tem sido detectada no sistema reprodutor de machos e de fêmeas. 

Baixa concentração de NO in vitro estimula a motilidade de espermatozoides de 

camundongos (HERRERO et al., 1994), hamsters (YEOMAN et al., 1998) e 

humanos (HELLSTROM et al., 1994; MIRAGLIA et al., 2011). Além disso, estimula a 

capacitação espermática de humanos (ZINI et al., 1995; SENGOKU et al., 1998, 

MIRAGLIA et al., 2011) e a reação acrossômica (RA) de espermatozoide de 

camundongo (HERRERO et al., 1997) e bovinos (ZAMIR et al., 1995, RODRIGUEZ 

et al., 2011). Leal et al. (2009) demonstraram que o bloqueio da síntese de NO no 

meio capacitante, devido à inibição de sua síntese após a adição de L-NAME, 

promoveu uma diminuição na qualidade espermática e capacitação, diminuindo o 

número de oócitos homólogos penetrados, fato também observado por Ferreira-

Berbari et al. (2010) utilizando aminoguanidina (inibidor da iNOS) e ácido retinóico 

(inibidor da eNOS). De forma semelhante, a alta concentração de NO parece 

exercer efeito negativo na motilidade, integridade da membrana e metabolismo de 

espermatozoides humanos in vitro (ZINI et al., 1996; FRANCAVILLA et al., 2000).  

Balercia et al. (2004) demonstraram que homens férteis com quantidades 

normais de espermatozoides (normozooespérmicos) exibem concentração de NO 

significativamente menor nos fluidos seminais, que os homens inférteis com 

diminuição na motilidade espermática (astenozoospérmicos).  

Os efeitos do NO nos sistemas biológicos dependem das reações químicas 

nas quais este elemento é submetido. Estes podem ser diretos do NO no alvo 

biológico, ocorrendo principalmente em lugares onde o NO é produzido em baixas 

concentração e em curtos períodos de tempo, mediando principalmente processos 

fisiológicos; ou indiretos quando estes são exercidos por espécies reativas de 

oxigênio (ROS) produzidas a partir da reação do NO com outros radicais livres (O2 e 

O-
2 principalmente), geralmente ocorrendo em lugares submetidos à alta 

concentração de NO por períodos prolongados de tempo, tendo maior relação com a 

mediação em eventos patofisiológicos (ESPEY et al., 2000; WINK e MITCHELL, 
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1998). Assim, uma variedade de funções dentro dos processos fisiológicos e 

patológicos do organismo, é influenciada pelo óxido nítrico.  

 

 

2.3 Óxido nítrico na capacitação espermática 

 

 

Paes de Carvalho et al. (2003) demostraram pela primeira vez em bovinos, 

que o NO induz a capacitação in vitro  de espermatozoides criopreservados, porém 

sua ação é menos efetiva do que a da heparina. Além disso, durante a capacitação 

induzida pela heparina, espermatozoides sintetizam NO (LEAL et al., 2009). 

O efeito do NO na capacitação de espermatozoides bovinos tem sido 

associada à integridade da membrana plasmática, ao vigor e à motilidade durante a 

capacitação (PAES DE CARVALHO et al., 2003; RODRIGUEZ et al., 2004; LEAL et 

al., 2009), sugerindo que o mesmo participa dos eventos bioquímicos que ocorrem 

durante a capacitação in vitro de espermatozoides bovinos.  

A L-arg, precursora da síntese de NO, tem sido utilizada nos estudos sobre o 

papel do NO na capacitação espermática e reação acrossomal. Ao adicionar L-arg 

no meio de cultivo (nas concentrações de 10, 20, 30, 40 e 50 mM), O’Flaherty et al. 

(2004) observaram que a concentração de 10mM melhorou os parâmetros de 

motilidade, capacitação e reação acrossômica em espermatozoides bovinos após 45 

min de incubação. Leal et al. (2009) também observaram um aumento da motilidade 

após 4 h de incubação, quando adicionados 10 mM de L-arg ao meio de 

capacitação. No mesmo estudo, foi observado um aumento da concentração de 

nitrato/nitrito (NO3
-/ NO2

-) no meio de capacitação e também uma melhora do 

percentual de oócitos penetrados após adição de 10 mM de L-arg. Leal et al. (2012) 

observaram que a adição de 1 mM de L-arg no meio de capacitação in vitro 

aumentou a porcentagem de espermatozoides capacitados e diminuiu a 

porcentagem de espermatozoides com o acrossoma reagido,  

Roy e Atreja (2008) demonstraram um aumento da capacitação espermática 

em bubalinos ao adicionar 5 e 10 mM de L-arg no meio de capacitação. Porém ao 

adicionar 0,5 mM de L-NAME, inibidor da síntese de NO por competir pelo mesmo 

sítio de ligação da L-arg, houve uma inibição da capacitação. No entanto, ao 
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adicionar 10 mM de L-arg à 0,5 mM de L-NAME, não foi observado reversão do 

efeito inibitório do L-NAME. Os autores concluiram que a L-arg é um potente indutor 

da capacitação de espermatozoides de bubalinos, estando associado ao aumento 

da fosforilação do resíduo tirosina de proteínas específicas (JAGAN MOHANARAO e 

ATREJA, 2012), e esse efeito foi mediado pela produção de NO. 

 

 

2.4 Produção in vitro de embriões 

 

 

A produção in vitro de embriões (PIVE) abrange as etapas de coleta dos 

ovários, punção folicular, maturação in vitro (MIV) e fertilização in vitro (FIV) de 

oócitos, assim como o cultivo in vitro (CIV) dos supostos zigotos e estruturas 

embrionárias. Tal técnica caracteriza-se como uma alternativa para produção de 

embriões por meio da utilização de oócitos imaturos coletados de ovários de 

doadoras de várias idades e estádios fisiológicos e visa acelerar a reprodução de 

animais geneticamente superiores (VARAGO, et al. 2008). 

O Brasil atualmente é o maior produtor mundial de embriões produzidos in 

vitro (aproximadamente 265.000 transferências/ano), sendo as raças Nelore e Gir, 

as de maior participação no mercado nacional (68,5% e 16,5% respectivamente) 

(STROUD e CALLESEN, 2012; VIANA et al., 2012).  

Mesmo apresentando grande crescimento em sua utilização na ultima década, a 

PIV apresenta alguns resultados que permanecem abaixo do seu potencial. Apenas 

35-40% dos oócitos bovinos maturados, fecundados e cultivados in vitro 

desenvolvem-se até o estádio de blastocisto (MAYES e SIRARD, 2001; SIRARD et 

al., 2006; LONERGAN e FAIR, 2008; RIZOS et al., 2008), a baixa resistência a 

congelabilidade dos embriões produzidos pela PIV em relação aos obtidos pela 

transferência de embriões (TE) (ABE et al., 2002; GÓMEZ et al., 2008), e a baixa 

taxa de prenhez destes embriões (WARD et al., 2002; PARK et al., 2005; 

PETERSON e LEE, 2003; GONÇALVES et al., 2007; PONTES et al., 2009; 

SIQUEIRA et al., 2009; SIQUEIRA et al., 2012).  

Para melhoria desses índices, muitos trabalhos vêm sendo realizados avaliando-

se as condições durante a maturação do oócito, e o cultivo in vitro do embrião 
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(GOTTARDI e MINGOTI, 2009). Porém, há ainda necessidade de mais pesquisas 

voltadas ao gameta masculino, principalmente relacionadas ao processo de 

capacitação espermática in vitro (SILVA, 2010). 

Segundo Gonçalves et al. (2007), as diversas vantagens e aplicações dessa 

biotécnica estão relacionadas à: 1) determinação e controle do sexo dos produtos; 2) 

obtenção de uma maior quantidade de embriões com menor custo; 3) rápidas e 

melhores possibilidades para executar programas de cruzamento; 4) facilidade de 

importação e exportação de embriões criopreservados; 5) aumento da eficiência dos 

programas de referência em produção; 6) estimação do efeito materno sobre a 

descendência; 7) rápida multiplicação de indivíduos de raças ameaçadas de 

extinção; 8) potencialização do uso de espermatozoides criopreservados de alto 

valor genético (maior número de embriões obtidos por palheta) e 9) testar in vitro a 

fertilidade potencial de machos utilizados em programas de melhoramento genético.  

Do ponto de vista científico, a PIV de embriões possibilita o estudo fisiológico 

dos eventos envolvidos na fertilização e desenvolvimento embrionário inicial, assim 

como o estudo e desenvolvimento de outras biotécnicas reprodutivas a partir da 

micromanipulação de gametas e embriões. 

No processo de MIV, os oócitos ainda imaturos retomam a meiose assim que 

são retirados do ambiente folicular (BEVERS e IZADYAR, 2002; LONERGAN et al., 

2003), pelo fato de perderem o contato com substancias inibitórias presentes no 

liquido folicular (SIRARD et al., 2006). Dessa forma, os oócitos precisam ser 

colocados rapidamente em meio de maturação adequado. O processo de obtenção 

de oócitos imaturos pode ser realizado via punção de ovários provenientes de 

matadouros ou pela aspiração folicular guiada por ultrassom em animais vivos. 

Geralmente os oócitos são obtidos de folículos de 2 a 8 mm de diâmetro, isso 

porque somente os oócitos que já atingiram seu crescimento total podem se tornar 

competentes à fertilização, o que ocorre quando o folículo tem em torno de 2 mm. 

Portanto, oócitos provenientes de folículos menores que 2 mm seriam 

incompetentes para completar a maturação e permitirem o desenvolvimento 

embrionário normal (LONERGAM et al., 1994; LEQUARRE et al., 2005).  

Segundo Sirard (2000), são descritas três distinções dos aspectos de 

maturação oocitária: 1) a maturação nuclear que descreve modificações dos 

cromossomos desde o estádio de VG até a metáfase da segunda meiose II (MII). 2) 
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a maturação citoplasmática que abrange as mudanças na distribuição e organização 

de organelas individuais desde a VG até o estádio de MII e 3) a maturação 

molecular que é um legado de instruções acumuladas durante o estádio de VG e 

que controla a progressão nuclear e citoplasmática.  

Na PIV de embriões bovinos, a FIV ocorre logo após a MIV, onde a qualidade 

dos oócitos, e a procedência dos espermatozoides utilizados têm crucial influência 

no sucesso do processo (HANSEN, 2006). A maioria dos laboratórios usa 

espermatozoides criopreservados no processo de fecundação in vitro em bovinos. 

Porém, após o descongelamento, é necessário selecionar os espermatozoides vivos 

e capazes de fertilizar, processo realizado na maioria das vezes pela separação em 

gradiente de Percoll (GALLI e LAZZARI, 1996). Todavia, esses espermatozoides 

selecionados ainda não são capazes de fertilizar o oócito e, portanto, devem sofrer o 

processo de capacitação espermática. Esse processo é induzido in vitro pela adição 

de heparina ao meio de fertilização culminando com a reação acrossomal que ocorre 

pela exocitose de enzimas que facilitam a penetração do espermatozoide pela zona 

pelúcida e modificam as membranas da região pós-acrossomal, sítio da interação 

entre oócito e espermatozoide (SIDHU e GURAYA, 1989). 

Após a fertilização os possíveis zigotos são transferidos para o meio de 

cultivo, onde permanecem até atingir o estádio de blastocisto, podendo depois 

serem transferidos para receptoras aptas ou criopreservados. Nesse período tão 

importante ocorrem: as primeiras clivagens, a ativação do genoma embrionário 

quando o embrião possui de 8 a 16 células; a compactação da mórula no dia 5 de 

desenvolvimento, que envolve o estabelecimento do contato célula-célula; e a 

formação do blastocisto nos dias 6-7, o qual envolve a diferenciação de dois tipos de 

células, o trofoectoderma e a massa celular interna (ICM – do inglês inner cell mass). 

Qualquer modificação no ambiente de cultivo embrionário pode afetar uma ou todas 

essas etapas podendo interferir na qualidade embrionária (LONERGAN et al., 2003).  
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3- OBJETIVO 

 

 

3.1. Objetivo geral 

 

 

Avaliar o efeito da L-arginina associada ou não com heparina na capacitação, 

na integridade da membrana espermática e seu reflexo na produção in vitro de 

embriões bovinos 

 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

 

 Avaliar o efeito da adição da L-arginina em meio capacitante com ou sem 

heparina, após 30 min de cultivo: 

o na capacitação espermática 

o na integridade das membranas plasmática (MP) e acrossomal (MA) 

o na produção in vitro de embriões 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Delineamento experimental 

 

 
4.1.1 Experimento I: Ação da L-arginina na capacitação e na integridade das 

membranas plasmática e acrossomal de espermatozoides 

 

 

Foram utilizados espermatozoides criopreservados de quatro touros comerciais 

da raça Nelore (Bos indicus), testados para FIV. As amostras de cada touro foram 

divididas em quatro grupos para as análises das alterações espermáticas, sendo: 

 

- Grupos experimentais: 

 

 Controle 0 h: espermatozoides colocados em meio sem hep e L-arg, na 

ausência de COCs; 

 

 T-Hep: espermatozoides cultivados em meio com heparina durante 30 mim 

em ausência de COC; 

 

 T-L-arg: espermatozoides cultivados em meio com 1 mM de L-arg sem 

heparina durante 30 mim em ausência de COC; 

 

 T-L-arg + Hep: espermatozoides cultivados em meio com 1 mM de L-arg com 

heparina durante 30 mim em ausência de COC. 
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4.1.2 Experimento 2: Avaliação da qualidade da capacitação espermática pela 

produção de blastocisto in vitro 

 

 

- Grupos experimentais: 

 

 Controle FIV: espermatozoides adicionados ao meio de FIV com heparina, 

sem capacitação prévia (PARRISH, et al. 1994). 

 

 T-hep: espermatozoides adicionados ao meio de FIV sem heparina, após 

capacitação de 30 min com heparina em ausência de COC; 

 

 T-L-arg: espermatozoides adicionados ao meio de FIV sem heparina, após 

capacitação de 30 min com L-arg e sem heparina em ausência de COC; 

 

 T-L-arg + hep: espermatozoides adicionados ao meio de FIV sem heparina, 

após capacitação de 30 min com 1mM de L-arg e heparina em ausência de 

COC. 

 

 
4.2 Meios de cultura  

 
 
 

Todos os reagentes e meios utilizados no processo de capacitação e testes 

espermáticos foram adquiridos da Sigma Aldrick Chemical Co. (St Louis, MO, USA), 

exceto quando mencionados. 

Os meios utilizados no processo de produção in vitro de embriões foram 

obtidos da empresa Progest Biotecnologia em Reprodução Animal® (Botucatu, 

Brasil). 

O meio-base utilizado na capacitação foi o de Tyrodes modificado (TALP-sp) 

(PARRISH et al., 1988), suplementado com 6 mg/mL de BSA, livre de ácidos graxos, 

100 UI/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina. O meio de lavagem 

empregado na capacitação espermática foi o de Tyrodes modificado, segundo 

CHAMBERLAND et al. (2001).  
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4.3 Seleção dos espermatozoides 

 

 

Foram utilizados espermatozoides criopreservados (Alta Genetics, Uberaba, 

Brasil e ABS Pecplan, Delta, Brasil) de quatro touros (Bos indicus) da raça Nelore, 

testados para FIV. 

O fluxograma da preparação espermática pode ser obervado na Figura 1. O 

gradiente de Percoll foi utilizado para separação dos espermatozóides viáveis após 

terem sidos descongelados. Para a preparação do Percoll 90% foram adicionados 

540 µL de Percoll comercial (Amersham Pharmacia Biotech Ltd, Little Chalfont, UK) 

e 60 µL de TALP 10x. O Percoll 45% foi preparado com a adição de 200 µL de 

Percoll 90% acrescido de 200 µL de TALP Chamberland com 1% de PVA 

(CHAMBERLAND et al., 2001) já estabilizado em estufa a 37 ºC por 1 h. Para 

preparação do gradiente de mini-Percoll utilizado para separação dos 

espermatozoides foi acrescentado em um microtubo de 1,5 mL, 400 µL de Percoll 

90% e, em seguida, foram acrescentados lentamente, 400 µL de Percoll 45%, 

evitando que eles se misturassem. Este procedimento foi realizado sempre com no 

mínimo 1 h de antecedência ao processo de seleção espermática. 
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Centrifugação em 
gradiente Percoll 45 e 
90% (700 x g/ 5 min)

Centrifugação em 
Talp-Chamberland

(150 x g/3 min)

Pellet

Controle  FIV
fertilização imediata Hep L-arg + HepL-arg

Capacitação em ausência de 
COCs por 30 min

Centrifugação para formação de 
Pellet (150 x g/3 min)

Fertilização dos oócitos

Hep L-arg + HepL-arg

Capacitação em presença 
de COCs

 

Figura 01 - Esquema demonstrando o fluxograma utilizado no processo de preparação espermática e 

capacitação dos espermatozoides nos diferentes tratamentos (Controle 0h ou Controle FIV, T-hep, T-

L-arg, T-L-arg+hep) e fertilização dos oócitos no processo de produção in vitro de embriões. 
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Os espermatozoides criopreservados foram descongelados a 37ºC por 30 

segundos e então submetidos à centrifugação a 700 x g por 5 min em gradiente de 

mini Percoll 45 e 90% (PARRISH e EID, 1994). Após a centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado e o sedimento formado (pellet) foi lavado em 400 µL de 

TALP Chamberland e submetido à nova centrifugação a 150 x g  por 3 min. Após a 

última centrifugação, os espermatozoides foram avaliados (motilidade e vigor) para 

confirmação da qualidade dos espermatozóides e em seguida foi determinada a 

concentração espermática. Os espermatozoides selecionados (pellet) foram 

transferidos para os respectivos tubos de capacitação.  

 

 

4.4 Capacitação espermática 

 

 

A capacitação espermática in vitro foi induzida em 200 L de meio de 

capacitação, contendo 20 g/mL de heparina (PARRISH et al., 1988) (exceto no 

grupo capacitação somente com L-arginina), acrescido ou não de 1 mM de L-arginina 

(LEAL, 2012) em estufa a 38,50 C com atmosfera umidificada com 95% de ar e 5% 

de CO2. 

Em ambos os experimentos, o tempo de capacitação foi de 30 minutos (LEAL, 

2012). No experimento 1, a concentração espermática foi ajustada para 10 x 106 

espermatozoides/mL e no experimento 2, a concentração foi ajustada para 2 x 106 

espermatozoides/mL. 

A capacitação espermática foi induzida com 30 min de cultivo em ausência 

dos COC quando os espermatozóides foram avaliados quanto a integridade da 

membrana acrossomal e plasmática, e percentual de espematozoides capacitados, 

assim como antes de serem utilizados na FIV (hep, L-arg, L-arg+hep). A capacitação 

espermática em presença de COCs foi induzida no grupo controle com heparina. 
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4.5 Avaliação da integridade da membrana plasmática (Hoescht e iodeto de 

propídio - IP) e acrossomal (PSA)  

 

 

Após o período de capacitação prévia de 30 min para os tratamentos, e 

imediatamente após a lavagem no grupo controle 0h, uma alíquota de 50 µL de 

espermatozoides (25 x 106 espermatozoide/mL) foi exposta ao Hoescht 33342 (40 

µg/mL) e IP (0,5 g/mL), PSA-FITC (100 µg/mL) por 5 min para observação da 

integridade celular, e acrossomal, respectivamente (CELEGHINI et al., 2007). A 

seguir, uma amostra de espermatozoides foi colocada entre lâmina e lamínula com 

glicerol e os espermatozoides foram observados individualmente no microscópio 

(NIKON - Eclipse TE300, Melville, NY, USA) (400x). 

O IP se liga ao DNA de células com danos na membrana plasmática 

(GRAHAM et al., 1990) corando o núcleo de vermelho, enquanto que o Hoescht se 

liga ao DNA de todas as células corando o núcleo de azul (CASEY et al., 1993). O 

PSA-FITC marca o acrossoma lesado do espermatozoide corando-o em tons entre o 

verde e amarelo (GRAHAM et al., 1990).  

Um total de 16 repetições, sendo quatro repetições de quatro touros 

diferentes, foram analisadas. Para cada avaliação, 200 células foram contadas e 

classificadas em 4 grupos, adaptado de Celeghini et al. (2007): (I) espermatozoides 

com membranas plasmática e acrossomal intactas; (II) espermatozoides com 

membrana plasmática lesada e acrossomal integra; (III) espermatozoides com 

membrana plasmática integra e acrossomal lesada; e (IV) espermatozoides com 

membranas plasmática e acrossomal lesadas.   

 

 

4.6 Avaliação da capacitação pelo teste da clortetraciclina fluorescente (CTC) 

 
 
 

Com o intuito de quantificar o percentual de espermatozoides capacitados, foi 

utilizada a técnica de marcação com hidrocloreto de clortetraciclina (CTC), 

modificado por Cormier et al. (1997). A solução estoque de CTC (0,75 mM CTC, 20 

mM tris-base e 5 mM DL-cysteine) foi preparada no dia de uso. Foram adicionados 
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15 μL da solução final de CTC [300 mL de solução estoque de CTC misturado com 

10 μL de paraformoldeido (4%) em 20 mM de tris-base e 60 μL de diazabiciclo 

octane – DABCO (Invitrogen Molecular Probe, Eugene, OR, USA)] a 15 μL de 

espermatozoide (25 x 106 espermatozoides/mL). Em seguida, 10 μL dessa 

suspensão contendo os espermatozoides corados foram colocadados entre lâmina e 

lamínula e observados no microscópio de epifluorescência – NIKON (Eclipse TE300, 

Melville, NY, USA; 40x – excitação de 440 nm e emissão de 470 nm). 

Um total de 16 repetições, sendo quatro repetições de cada touro (n=4) foram 

analisadas. Para cada avaliação, 200 células foram contadas e classificadas em 3 

grupos, como descrito por Fraser et al. (1995): F (fluorescente), espermatozoide 

intacto e não capacitado, fluorescendo toda superfície; C (capacitado) 

espermatozoide capacitado intacto, perda de fluorescência na região pós-

acrossomal; e RA, espermatozoide com acrossoma reagido, perda de fluorescência 

na região pós-acrossomal e acrossomal, expressando fluorescência apenas na peça 

intermediária. 

 

 

4.7 Avaliação da qualidade da capacitação espermática pela produção de 

blastocistos in vitro 

 

 

4.7.1 Seleção e maturação dos oócitos in vitro 

 

 

Foram selecionados oócitos com graus 1 e 2, de acordo com a classificação 

de De Loos et al. (1989) a partir de ovários obtidos de matadouros locais. Esses 

ovários foram transportados para o laboratório em garrafas térmicas contendo 

solução salina estéril a 0,9% de NaCl e antibiótico (penicilina/estreptomicina). Após a 

seleção, os oócitos foram lavados 3 a 4 vezes no meio Progest Lavagem® (Progest 

Biotecnologia em Reprodução Animal, Botucatu, Brasil) e posteriormente 

transferidos para a placa de maturação. 

O meio utilizado para maturação in vitro foi o Progest Maturação in vitro® 

(Progest Biotecnologia em Reprodução Animal, SP, Brasil). A maturação foi 
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realizada em placas de Petri (35x10mm, Corning Inc. Acton, MA, USA) com gotas de 

100 L de meio imergidas em óleo mineral (20 oócitos por gota, 5 µL de meio/oócito) 

em estufa a 38,50 C sob atmosfera de 5% de CO2 durante 22 horas.  

 

 

4.7.2 Fertilização in vitro (FIV) 

 

 

Os espermatozoides selecionados pelo método de mini-Percoll foram lavados 

em TALP Chamberland para remoção das substâncias capacitantes do meio. Para 

isso, os microtubos contendo o meio de capacitação e os espermatozoides foram 

inicialmente submetidos à centrifugação de 150 x g por 3 minutos para a formação 

de pellet. Posteriormente, foi determinada a concentração espermática do pellet pela 

contagem na câmara de Neubauer, por meio da qual foi determinada a dose 

inseminante utilizada na FIV, fixada em 2 x 106 espermatozoides/mL. 

Os espermatozoides foram adicionados às gotas de FIV de 50 µL, sendo 

utilizada uma placa para cada tratamento, onde permaneceram co-incubados com 

os oócitos durante 18 h nas mesmas condições da MIV, em meio Progest 

Fertilização in vitro® (Progest Biotecnologia em Reprodução Animal, Botucatu, 

Brasil). 

 

 

4.7.3 Cultivo in vitro  

 

 

O meio de cultivo in vitro (CIV) utilizado foi o Progest Cultivo in vitro® (Progest 

Biotecnologia em Reprodução Animal, SP, Brasil). Após 20 horas, os prováveis 

zigotos foram submetidos à pipetagens consecutivas para remoção parcial das 

células do cumulus e espermatozoides. A seguir, foram transferidos para as gotas 

de CIV (1 zigoto/5 µL de meio), e permaneceram incubados por 7 dias a 38,5 ºC, 

com atmosfera umidificada com 95% de ar e 5% de CO2.  

Após 72 horas de cultivo foi realizada a renovação de 60% do meio de cultivo 

(feeding). 
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4.7.4 Avaliação do desenvolvimento embrionário 

 

   

A taxa de clivagem foi avaliada 48 horas após a FIV, onde foram 

considerados clivados os embriões que apresentaram duas ou mais células, sem 

sinais de fragmentação ou degeneração celular.  

No dia 7 (D7) foi observada a taxa de blastocistos de acordo com os critérios 

recomendados pela Sociedade Internacional de Transferência de Embriões (IETS, 

1998).  

 
 

4.8 Análise estatística 

 

  

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) para verificar os 

efeitos dos tratamentos sobre as características estudadas e as médias comparadas 

pelo teste de Tukey, no nível de 5% de probabilidade.  
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5. RESULTADOS 

 

 

5.1 Experimento I: Ação da L-arginina na capacitação e na integridade das 

membranas plasmática e acrossomal de espermatozoides 

 

 

5.1.1 Avaliação quantitativa da capacitação pelo teste de clortetraciclina 

fluorescente  

 

 

A avaliação da percentagem de espermatozóides capacitados com a 

utilização da técnica de CTC demostrou que houve diferença entre os grupos 

experimentais (P<0,05) ( Fig 2). 

A capacitação com L-arg+hep em ausência de COC apresentou o maior 

percentual de espermatozoides capacitados (61,15 ± 1,18%), diferindo dos 

tratamentos de capacitação em ausência de COC com hep e com L-arg, e do 

controle 0 h sem capacitação em ausência de COC (47,01 ± 4,02%; 26,16 ± 3,83%; 

18,24 ± 4,45%, respectivamente) (P<0,05, Fig 2B). O percentual de 

espermatozoides não capacitados foi maior no controle 0 h (68,43 ± 5,05%) diferindo 

(P<0,05) dos valores encontrados na capacitação com L-arg (45,81 ± 4,31%), com 

hep (25,8 ± 3,44%) e com L-arg+hep (19,23 ± 1,52%) (Fig 2A). 

O percentual de espermatozóides com acrossoma reagido (RA) foi menor 

(P<0,05) no controle 0 h (13,72 ± 2,56%), seguidos pela capacitação com L-arg+hep 

(19,6 ± 1,11%), capacitação com hep (25,2 ± 3,32) e capacitação com L-arg (29,86 ± 

5,20) em ausência de COC (Fig 2C). 
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Figura2. Porcentagem de espermatozoides não capacitados (A), capacitados (B) e com acrossoma reagido (C) em 

função dos tratamentos em ausência de complexos cumulus-oócito: controle imediato, capacitação 30 min com 
heparina, capacitação 30 min com L-arginina e capacitação 30 min com L-arginina+heparina. Dados foram 

apresentados como médias ± IC (Intervalo de Confiança P<0.05) de 4 repetições de 4 touros. Letras diferentes sobre as 
barras indicam diferenças, segundo o teste de Tukey (P<0,05). Em cada repetição foram avaliados 200 
espermatozoides. Os números em negrito na base de cada barra representam as médias observadas em cada tratamento.  
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5.1.2 Avaliação da integridade da membrana plasmática e acrossomal  

 
  

A análise de variância mostrou que houve diferença (P<0,05) na percentagem 

de espermatozoides quanto à integridade de membrana plasmática e acrossomal 

para os tratamentos, após capacitação (30 min) (tabela 1). 

 

Tabela 1. Ação da L-arg em presença ou não de heparina na integridade da membrana 
plasmática (MP) e acrossomal (MA) de espermatozoides criopreservados após a 
capacitação de 30 min in vitro em ausência de COCs, avaliada com probes fluorescentes 
FITC-PSA, IP e Hoescht 33342.  
 

Métodos de 

capacitação 

Classificação da integridade de membranas  

MP e MA  

Íntegras 

MP lesada e  

MA íntegra 

MP íntegra e  

MA lesada 

MP e MA  

lesadas 

Controle 0 h 66,77*± 6,97 a 22,54 ± 4,89 a 5,08 ± 2,10 c   5,28 ± 4,67 b 

T-Hep 67,49  ± 5,07 a 10,9   ± 2,83 c 5,03 ± 1,47 c 16,6   ± 6,17 a 

T-L-arg 67,19  ± 6,50 a      10,50 ± 4,65 c      12,7  ± 3,81 a   9,6   ± 5,88 b 

T-L-arg + hep 67,39  ± 6,38 a   15,4 ± 2,47 b   9,13 ± 4,89 b   8,05 ± 3,73 b 

*Médias percentuais (± IC - Intervalo de Confiança P<0.05) seguidas de mesmas letras na coluna, não 

diferem entre si,  segundo o teste de Tukey (P≤0,05, n=16, N= 64).   

L-arg: L-arginina; hep: heparina 

 

Dentro da classificação membranas plasmática e acrossomal integras não 

houve diferença entre os grupos controle 0 h sem capacitação prévia e os 

capacitados em presença de hep, L-arg, e L-arg+hep (66,77 ± 6,97%; 67,71 ± 5,07%; 

67,19 ± 6,50% e 67,39 ± 6,38%, respectivamente) (P<0,05).  

O controle 0 h apresentou a maior taxa de MP lesada e MA intacta (22,54 ± 

4,89%), demonstrando diferença para a capacitação com L-arg+heparina em 

ausência de COC (15,44 ± 2,47%) (P<0,05). Os tratamentos de capacitação com L-

arg e de capacitação com hep em ausência de COC (10,50 ± 4,65% e 10,98 ± 

2,83%, respectivamente) não apresentaram diferença entre si (P>0,05), mas 

diferiram dos grupos controle e capacitação com L-arg+heparina (P<0,05). 

A capacitação com L-arg apresentou a maior porcentagem de 

espermatozoides com MP íntegra e MA lesada (12,7 ± 3,81%), diferindo dos demais 

tratamentos (P<0,05). Contudo, os grupos controle 0 h (5,08 ± 2,1%) e capacitação 

com hep (5,03 ± 1,47%) não diferiram entre si (P>0,05).  

Maior percentual de espermatozoides com MP e MA lesadas foram 

observados quando estes foram capacitados na presença de heparina (16,6 ± 
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6,17%), diferindo do controle  0 h, da capacitação com L-arg e da capacitação com L-

arg+hep (5,28 ± 4,67%; 9,61 ± 5,88% e 8,05 ± 3,73%, respectivamente) (P<0,05). 

 
 
5.2 Experimento II: Avaliação da qualidade da capacitação espermática pela 

produção de blastocistos in vitro 

 

 

A análise de variância mostrou que houve diferença (P<0,05) na produção in 

vitro de embriões (PIV), para os tratamentos, após capacitação por 30 min (figura 

03). 

Não houve diferença (P>0,05) entre a porcentagem de embriões clivados no 

controle em que os espermatozoides utilizados foram capacitados com heparina na 

presença de COC (78,01 ± 3,19%), e nos tratamentos em que foram capacitados na 

ausência de COC com L-arg+hep (82,16 ± 3,54%) ou heparina (79,26 ± 4,23%) 

(P>0,05). Entretanto, estes grupos diferiram (P<0,05) do grupo capacitado com L-arg 

ausência de COC (64,38 ± 7,27%) (P<0,05). 

A produção de blastocistos do grupo capacitado com L-arg+hep na ausência de 

COC (53,71 ± 4,14%) foi maior em relação ao grupo capacitado com heparina na 

presença de COC (controle) (40,76 ± 3,89%, P<0,05), entretanto não houve 

diferença para o grupo capacitado com heparina na ausência de COC (47,37 ± 

4,81%). O grupo capacitado com L-arg na ausência de COC apresentou a menor 

taxa de blastocisto (29,98 ± 5, 39%), diferindo (P<0,05) dos demais tratamentos. 
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Figura3. Porcentagem de embriões clivados (A) e de blastocistos (B) em função dos 

tratamentos: capacitação com hep em presença de COC, capacitação com L-arg em presença 

de COC, capacitação com hep em ausência de COC, capacitação com L-arg em ausência de 

COC e capacitação com hep+L-arg em ausência de COC. Dados foram apresentados como 

médias ± IC (Intervalo de Confiança P<0.05) de quatro repetições de quatro touros. Letras 

diferentes sobre as barras indicam diferenças, segundo o teste de Tukey (P<0,05). Os números 

em negrito na base de cada barra representam as médias observadas em cada tratamento. 

N=2340 COCs. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

Para que ocorra a fertilização do oócito é imprescindível que haja a 

capacitação dos espermatozoides (PARRISH, et al., 1994). Tem sido demonstrado 

em bovinos que o óxido nítrico tem papel fundamental neste processo (RODRIGUEZ 

et al, 2004, 2005; LEAL et al., 2009). Embora os espermatozoides sejam capazes de 

sintetizar o NO durante a capacitação a partir da conversão da L-arg em L-citrulina e 

NO pelas diferentes isoformas da enzima óxido nítrico sintase (MONCADA e HIGGS, 

1993), trabalhos recentes tem demonstrado que o aumento exógeno do NO a partir 

da adição de L-arg no meio capacitante, melhora a qualidade espermática de 

maneira dose-dependente durante a capacitação (LEAL et al., 2009; JOGAN 

MOHANARAO e ATREJA, 2011). 

O termo “capacitação em ausência do COC” foi utilizado em nosso estudo 

para descrever o processo em que os espermatozoides são mantidos em meio 

capacitante com os respectivos tratamentos por um período de 30 min, antes do co-

cultivo com os COCs (no caso do uso dos mesmos para PIV de embriões), ou antes, 

de serem submetidos aos testes espermáticos (Fukui et al. 1990). Sabe-se que no 

ambiente in vivo, o processo de capacitação ocorre ao longo do trato reprodutor 

feminino, principalmente na tuba uterina, onde é observado um reservatório de 

espermatozoides, e onde os mesmos são capacitados, permitindo-lhes tornarem-se 

férteis até o momento em que o COC alcança a tuba uterina (HUNG e SUAREZ, 

2012). Desta maneira, nosso objetivo foi avaliar o efeito da L-arg na capacitação in 

vitro de espermatozoides em presença da heparina antes do co-cultivo com os 

COCs (FIV).  

Foi observado no presente estudo que a adição de 1mM de L-arg ao meio de 

capacitação contendo heparina aumentou o percentual de espermatozoides 

capacitados e manteve baixo o percentual de espermatozoides que apresentaram 

reação acrossômica. Os resultados do presente trabalho estão de acordo com os 

obtidos por Leal (2012) que observou resultados semelhantes às 4 h de capacitação.  

O papel do NO na qualidade dos espermatozoides capacitados foi também 

demonstrado por Leal et al. (2009) onde observaram que o bloqueio da síntese de 

NO no meio capacitante após a adição de L-NAME, promoveu uma diminuição na 
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qualidade espermática e capacitação, diminuindo o número de oócitos homólogos 

penetrados. FERREIRA-BERBARI et al. (2010) avaliaram o efeito de diferentes 

concentrações da aminoguanidina (AG), inibidor específico da enzima óxido nítrico 

sintase induzível (iNOS), na qualidade espermática (motilidade, vigor e integridade 

da membrana plasmática), na atividade mitocondrial e na capacitação de 

espermatozoides bovinos após 5 h de cultivo. Estes autores observaram que a 

inibição da síntese de NO pela AG diminuiu a percentagem de oócitos penetrados, 

reforçando assim o papel do NO na qualidade espermática ao longo da capacitação 

in vitro de espermatozoides bovinos.  

A heparina tem sido considerada a principal substância que promove a 

capacitação espermática in vitro em bovinos (PARRISH et al.,1988; 

CHAMBERLAND et al., 2001). Segundo PAES de CARVALHO et al. (2002), apenas 

30% dos espermatozóides bovinos capacitaram na ausência de heparina após 4 h 

de incubação, sendo esta avaliada pelo teste de penetração em oócitos homólogos. 

RODRIGUEZ et al. (2011) demonstraram que a capacitação induzida pela heparina 

aumenta o consumo de O2 após 45 min de incubação. Desse consumo, 19% foram 

utilizados para produzir NO. Como em nosso experimento a adição de L-arg+hep no 

meio capacitante apresentou a taxa de capacitação mais elevada avaliada pelo teste 

de CTC, e maior produção de embriões in vitro, superando a capacitação somente 

com heparina em ausência de COC, pode-se sugerir que a adição exógena de L-arg, 

precursora da síntese de NO, pode estar aumentando a concentração de NO no 

meio capacitante, no qual seus efeitos na capacitação podem estar sendo somados 

aos efeitos da heparina.  

Tem sido demonstrado em humanos que o mecanismo pelo qual o NO 

modula a capacitação espermática ocorra pela ativação da guanilato ciclase solúvel 

(GCs) que aumenta a produção de GMPc intracelular (MIRAGLIA et al., 2007; 

MIRAGLIA et al., 2011). Zhang (2007) concluiu que a capacitação induzida pelo NO 

e a reação acrossomal de espermatozoides humanos, são mediadas pela via 

NO/GMPc/PKG. Assim, o GMPc é responsável por aumentar a concentração de 

AMPc via ativação de canais de potássio (K+) no interior dos espermatozoides 

(COOK e BABCOCK, 1993). Esse aumento é responsável por ativar a cascata que 

leva à fosforilação de proteínas principalmente no resíduo tirosina da proteína cinase 

A (PK-A) (GALANTINO-HOMER et al. 1997), tirosina cinase (PTK), fosfotirosina 
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fosfatase (Ptyr-Ptase) (VISCONTI, et al. 1995), piruvato desidrogenase, subunidade 

beta da ATP-sintase (JAGAN MOHANARAO e ATREJA, 2012) e tem sido citada 

como de papel crucial na capacitação, reação acrossômica e penetração do 

espermatozoide em diferentes espécies de mamíferos (LECLERC et al., 1992; 

NASSAR et al., 1999; ROY e ATREJA, 2008). Essa fosforilação induzida pelo NO já 

foi descrita em espermatozoides de rato (VISCONTI et al., 1995), humano 

(EMILIOZZI e FENICHEL, 1997) e bovino (VISCONTI et al. 1995; GALANTINO-

HOMER et al., 1997; CHAMBERLAND et al., 2001). Mais estudos são necessários 

para se avaliar se o efeito da adição de L-arg no meio capacitante com heparina de 

espermatozoides de bovinos ocorre por esta via usando este método de capacitação 

utilizado no presente trabalho. 

No presente estudo, não foi observada diferença na percentagem de 

membrana plasmática e membrana acrossomal integras após os diferentes 

tratamentos de capacitação em ausência de COC por 30 min. Entretanto, o 

tratamento de capacitação somente com heparina apresentou a maior taxa de MP e 

MA lesadas. O fato dos grupos com L-arg e L-arg+hep terem apresentado menores 

taxas de membranas lesadas pode ser devido ao aumento do NO, tendo este um 

efeito citoprotetor contra lesões de membranas no espermatozoide ao longo da 

capacitação, sugerindo que o espermatozoide utiliza a L-arg exógena para produzir o 

NO ao invés de retirar da sua própria membrana, preservado assim a sua 

constituição (LEAL, 2012). Além disso, o NO é o limitador da peroxidação lipídica, 

agindo como uma espécie de terminação para a reação, alterando a reatividade de 

metais conhecidos para servir como catalisadores para sua geração (RUBBO et al., 

1996). Ele ainda está envolvido na prevenção de alguns processos apoptóticos após 

a ativação de guanilato ciclase solúvel (ESTEVEZ et al., 1998). Este efeito 

citoprotetor do NO também foi demonstrado por Ferreira-Berbari et al. (2010) em 

espermatozoides bovinos in natura.  

No processo de produção in vitro de embriões não foi observada diferença na 

taxa de clivagem nos grupos capacitados em heparina na presença e ausência de 

COC e L-arg+hep na ausência de COC, corroborando com os resultados obtidos por 

Silva (2010) e Leal (2012). Entretanto, houve diferença na taxa de blastocistos nos 

grupos capacitados com L-arg+hep (31,8%) e com hep (16,2%) na ausência de COC 

quando comparados ao controle, fato que pode ter ocorrido devido ao maior número 
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de espermatozoides capacitados e ao aumento da qualidade espermática nesses 

tratamentos. Esse dado extrapolado para o ambiente comercial garante enorme 

benefícios ao produtor e ao laboratório, como a maior oferta de embriões e a 

diminuição do custo por embrião produzido in vitro, podendo assim favorecer a 

disseminação dessa técnica para produtores de menor poder de investimento. 

O resultado encontrado na taxa de blastocistos confirma a importância do NO 

na qualidade espermática (LEAL et al., 2009; FERREIRA-BERBARI et al., 2010) e 

seu impacto na produção in vitro de embriões corroborando com os achados de Leal 

(2012). Entretanto, esses efeitos são obtidos somente quando há a associação da 

heparina com o precursor da síntese de NO, pois a capacitação somente com L-arg 

não alcançou a mesma qualidade que a observada com a capacitação com L-

arg+hep, visto que a taxa de clivagem e produção de blastocisto foi menor. 

Esse método de capacitação espermática realizado em ausência do COC se 

mostrou eficaz na avaliação dos diferentes tratamentos na capacitação, pois com a 

retirada dos tratamentos com Talp-Chamberland após o período de 30 min, não 

houve influência da L-arg e/ou heparina nos oócitos durante a fertilização. Dessa 

forma, sugere-se que este método seja utilizado na avaliação da influência de outras 

substâncias na capacitação in vitro de espermatozoides bovinos e seu impacto na 

produção de embriões. Mais estudos são necessários para avaliar se a ausência da 

heparina no meio de fertilização in vitro apresenta efeito benéfico na produção de 

embriões. 

Patel et al. (1998) observaram que a L-arg em pequenas concentrações não é 

metabolizada, agindo somente como ativador do metabolismo nos espermatozoides, 

aumentando o consumo de glicose, produção de lactato e adenosina trifosfato, 

apresentando assim, efeito positivo na motilidade dos espermatozoides (KELLER e 

POLAKOSKI, 1975). Além disso, Kim et al. (2011) demonstraram que a L-arg serve 

de substrato para a síntese de poliaminas via ornitina descarboxilase, tendo atuação 

principalmente na estabilização de membranas de conceptos ovinos. Mais estudos 

são necessários para se avaliar estas possíveis vias de ação da L-arginina no 

espermatozoide bovino durante a capacitação, além da via L-arg/NO/GMPc (LEAL, 

2012), com reflexo no aumento da produção de blastocistos in vitro em bovinos. 
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7.CONCLUSÕES 
 
 

Os resultados do presente experimento nos permitem concluir que 

capacitação prévia dos espermatozoides em presença de L-arg+hep em ausência de 

COCs, seguida pela co-incubação com oócitos maturados in vitro, aumentou a taxa 

de capacitação e a produção de blastocistos sendo indicado o seu uso na rotina dos 

protocolos de fertilização in vitro. 
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9. ANEXOS 

 

 

9.1 Sondas Fluorescentes para Avaliação de Membranas Espermáticas 

 

Celeghnini,2005 

Coloração Tripla 

 

1. Iodeto de Propídio (IP) 

1.1 Solução Estoque de IP: 25nmg/ml 

1.1.1 IP (Sigma ....) – 25 mg 

1.1.2 DMSO (Sigma ...) – 1,0 ml 

 

1.2 Solução de Trabalho de IP: 0,5 mg/mnl 

1.2.1 Solução Estoque de IP: 5ml 

1.2.2 Solução de Trabalho: PBS ou Talp-sp seg Chamberland, 2001 – 245 µl 

Aliquotar as soluções , proteger da luz e estocar a -20
o
C. 

1.3 Solução de Uso: 3 µl da solução de trabalho : 150 µl da solução de sptz em Talp-

sp seg. Chamberland, 2001 

 

2. Hoescht 33342  

2.1 Solução Estoque: 40 µg/ml em PBS 

2.2 Solução de Trabalho: 1µl: 999µl de PBS ou Talp-sp seg Chamberland, 2001  

2.3 Solução Uso: 2 µl da solução de trabalho : 150 µl da solução de sptz em Talp-sp 

seg. Chamberland, 2001 

 

3. FITC-PSA 

3.1 Solução de Azida de Sódio 1% 

3.1.1 Azida de Sódio (Sigma S-8032) – 0,2g 

3.1.2 PBS – 20,0 ml 

 

3.2 Solução de Trabalho de FITC-PSA (Sigma L-0770) - 100µg/ml 

3.1.1 Solução de Azida de Sódio – 20 ml 

3.1.2 FITC-PSA – 2,0 mg 

3.1.3 Solução Uso – 50,0 µl: 150 µl da solução de sptz em Talp-sp seg. 

Chamberland, 2001 

 

9.2 Coloração CTC 

 

1.2.1 Para sêmen congelado, passar em gradiente de Percoll 45/90%. Lavar com Talp-sp 

seg. Chamberland ou PBS. Ressuspender o pellet e usar 50 µl de sêmen com 50 µl CTC-

solução. A solução CTC deve ser feita diariamente, proteger o frasco da luz. 

 

1.2.3 Incubar por 30’’ no escuro.  
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1.2.4 Fixar com paraformaldeído 12,5% (w/v) em Tris-HCl pH 7.4 – 8 µl 

 

1.2.5 Preparar lâmina com 10 a 15µl da amostra sobre a lâmina-lamínula e montar com 1 

gota 1,4-diazabicyclo[2,2,2]octane (DABCO) (Sigma), 0,22 M. 

.  

1.2.6 Não pressionar a lâmina, alguns protocolos recomendam manter a lâmina 

montadaem câmara úmida por até 3 horas para que os sptz parem de correr. Contar 100-

200 sptz/lâmina. 

 

1.2.7 Avaliação 

 

F- não-capacitado com acrossoma intacto 

B - capacitado com acrossoma intacto 

AR- acrossoma reagido 

 

     1.3 Soluções: 

 

1.3.1 CTC Solução  

  

            - 750 µ M CTC – 1,93 mg/ 5 ml Tris-NaCl 

   - 5 m M cysteina-HCl - pH 7.0 – 3 mg/5ml Tris-NaCl 

  

   - em Tris-NaCl  – 20mM/130mM 

 

Homogeneizar bem em vortex após adicionar o CTC e a L-cysteína, pois demora a diluir. 

   

  

 

 

1.3.1.1. Trizma base 20 m M – 1,211 mg 

  0,02M = m(g)/121,14 X 1L 

  m(g) = 0,00242 g/ml 

          = 2,42 mg/ml   = 0,0242 g/10 ml 

 

   

 

     1.3.1.2  NaCl 130m M  

 0,130M = m(g)/58,44 X 1L 

            m(g) =7,5972g/1L 

 

7,5972 g -----------1000 ml 

            X      -----------10 ml 

            X= 0,0759g/10ml 

 

Aliquotar e congelar.                

 

Obs.: A solução de Tris-NaCl usando o produto Tris-NaCl da Sigma não funcionou bem, 

por isso optou-se por fazer uma solução usando o Trizma-base e o NaCl da Sigma. 

Obs.: O pH da solução deve ser 7.4, mas a solução sempre fica com pH de 

aproximadamente 8.0 a 8.5. Trabalhou-se com o pH 8.0 e funcionou. 
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1.3.1.3. - 750 µM CTC 

      

      1 mol__________515g 

0,00075M ______m(g) 

m(g) = 0,38625g __________1000ml 

            0,0038g____________10 ml  

         = 3,86 mg ___________ 10 ml 

         = 1,93 mg____________ 5 ml 

 

1.3.1.4. - 5mM L-cysteína 

 

121,16g _______1L __________1M 

0,12116g ___________________1mM 

0,605800mg_______5mM______1L 

60mg_______________________100ml 

6mg________________________10 ml 

3mg________________________5ml 

 

1.3.1.5 - 1,4-diazabicyclo[2,2,2]octane (DABCO) (Sigma). 

 

DABCO __________0,247g___________10mL PBS __________pH 7.4 

Aliquotar e congelar 

 

Obs.: A fixação realizada com paraformaldeído 3% deu resultado normal. 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 


