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RESUMO 

OCAMPO, C.J. EFEITOS DA CENTRIFUGAÇÃO DO SÊMEN BOVINO EM 

GRADIENTE EQUIPURE™. Botucatu – SP. 43 p. 2022. Dissertação (MCs), 

Biotecnologia Animal - Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus 

Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”. 

 

Atualmente o uso de biotécnicas relacionadas ao sêmen bovino tem 

crescido exponencialmente com o objetivo de suprir a demanda de produtos de 

origem animal. Com isto, é possível minimizar as perdas econômicas 

identificando ejaculados de baixa qualidade seminal. Desta forma, o objetivo 

deste estudo foi avaliar os efeitos do gradiente Equipure™ enquanto a viabilidade 

e congelabilidade do sêmen de touros para seleção espermática. Para isso, 35 

touros foram coletados e o sêmen foi avaliado quanto a cinética espermática, 

morfologia e integridade de membrana. A seguir, a amostra foi diluída e separada 

em 2 alíquotas, contendo 1 x 106 espermatozoides cada uma. Uma amostra foi 

depositada em Equipure™ e a outra mantida in natura. As alíquotas foram 

centrifugadas e posteriormente o pellet dos tubos foram recuperados e 

reavaliados. Após a análise das variáveis, os 10 touros com maior motilidade 

foram novamente coletados para congelação dos espermatozoides. A 

congelação foi conduzida após a avaliação e diluição (30 x 106 

espermatozoides/mL) em meio comercial. Posteriormente, as amostras foram 

descongeladas e reavaliadas. Os resultados mostram que o uso de Equipure 

diminui a quantidade de células defeituosas após a centrifugação de sêmen 

fresco e após descongelação. Com isto podemos inferir que o uso de Equipure™ 

em amostras de sêmen de touros com pobre qualidade espermática pode 

aumentar a taxa de células espermáticas morfologicamente normais até valores 

de referência, porém considerando que a taxa de recuperação espermática 

descende até valores mínimos quando comparados com sêmen fresco. Estudos 

que avaliem as características subjetivas da qualidade seminal, o tempo e força 

da centrifugação, tempo transcorrido entre os procedimentos e o uso de 

diluentes devem ser reavaliados. 

Palavras-chaves: coloide, criopreservação, qualidade espermática, 

espermatozoides. 

 



 

   
 

ABSTRACT 

OCAMPO, C.J. EFFECTS OF CENTRIFUGATION OF BOVINE SEMEN IN 

EQUIPURE™ GRADIENT. Botucatu – SP. 2022. 43 p. Dissertation (MSc) – 

Animal Biotechnology – School of the Veterinary Medicine and Animal Science. 

São Paulo State University “Julio de Mesquita Filho”. 

 

Nowadays, the use of bio-techniques related to bovine semen has grown 

exponentially in order to meet the demand for products of animal origin. With this, 

it is possible to minimize economic losses by identifying ejaculates of low seminal 

quality. Thus, the aim of this study was to evaluate the effects of the Equipure™ 

gradient on the viability and freezability of bovine semen for sperm selection. For 

this, 35 bulls were collected and their semen was evaluated for sperm kinetics, 

morphology and membrane integrity. Next, the sample was diluted and separated 

into 2 aliquots, each containing 1 x 106 spermatozoa. One sample was deposited 

in Equipure™ and the other kept in natura. The aliquots were centrifuged and 

later the pellets from the tubes were recovered and reassessed. After analyzing 

the variables, the 10 bulls with the highest motility were again collected for sperm 

freezing. Freezing was carried out after evaluation and dilution (30 x 106 

spermatozoa/mL) in commercial medium. Subsequently, the samples were 

thawed and reassessed. The results show that the use of Equipure decreases 

the amount of defective cells after centrifugation of fresh semen and after 

thawing. With this, we can infer that the use of Equipure™ in semen samples 

from bulls with poor sperm quality can increase the rate of morphologically normal 

sperm cells to reference values, but considering that the sperm recovery rate 

drops to minimum values when compared to semen fresh. Studies that assess 

the subjective characteristics of seminal quality, time and force of centrifugation, 

time elapsed between procedures and use of diluents should be reassessed. 

Keywords: colloid, cryopreservation, sperm quality, spermatozoa. 
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1. INTRODUÇÃO 

Na espécie bovina a seleção de um reprodutor é baseada nas 

caraterísticas reprodutivas, no entanto muitos touros não contam com boa 

qualidade do sêmen (> 30% células anormais com defeitos primários e 

secundários, vigor diminuído e pobre motilidade em massa e progressiva), 

embora tenham ótimo genótipo e fenótipo, tornando necessário o uso de 

ferramentas para aumentar a qualidade do sêmen e a fertilidade destes animais. 

Para isso, há no mercado algumas tecnologias que aumentam a qualidade do 

ejaculado mediante a eliminação de bactérias, vírus e espermatozoides 

anormais, os quais são fontes de espécies reativas de oxigênio que afetam 

negativamente as amostras seminais (OLIVEIRA, 2020). 

Diferentes produtos comerciais foram desenvolvidos, na maioria 

compostos de partículas de sílica coloidal revestidas com silano, entre os quais 

destacam-se o EquiPure™ (Nidacon Laboratories AB, Gothenborg, Suécia) 

(equinos), BoviPure™ (Nidacon Laboratories AB, Gothenborg, Suécia) (bovinos), 

CapriPure™ (caprinos), Ovipure™ (ovinos) e PureSperm® (Nidacon Laboratories 

AB, Gothenborg, Suécia) (humanos). A aplicação destes produtos é baseada na 

seleção espermatica por centrifugação no gradiente de densidade 

(HERNANDEZ et al., 2015). Normalmente os gradientes são usados para 

separar o meio diluente dos espermatozoides após a descongelação. Isso para 

aplicá-los em procedimentos de fertilização in vitro. Embora sejam amplamente 

usados para este fim, há poucos estudos sobre sua utilização com o propósito 

de aumentar a qualidade do ejaculado pré-congelação. Atualmente, o BoviPure™ 

não é comercializado no Brasil. Então, este estudo tem como objetivo avaliar o 

gradiente EquiPure™, no aumento da qualidade do ejaculado pré-congelação e 

pos-descongelação de sêmen bovino. 

2. HIPÓTESE 

A qualidade de amostras seminais de touros aumenta significativamente 

após centrifugação com coloide Equipure™. 

3. OBJETIVO 

Avaliar o efeito da centrifugação com o coloide Equipure™, sobre a 

qualidade de amostras seminais de touros pré e pós-congelação. 
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4. REVISÃO DE LITERATURA 

4.1. Seleção de touros reprodutores 

Diferentes variáveis podem determinar a classificação de um touro para 

indicá-lo como um reprodutor. O primeiro parâmetro observado é o início da 

puberdade até a plena fertilidade quando adulto. Uma vez púbere, o touro é 

submetido a avaliações clínicas morfoanatômicas e fisiológicas que possam 

predizer seu potencial de fertilidade (VIANA, 2015). A partir disso, o reprodutor 

pode ser mantido a campo para a cobertura natural ou então, quando suas 

características fenotípicas são aquelas consideradas pelo mercado, pode haver 

o interesse do criador em mantê-lo numa Central para permitir a comercialização 

do sêmen. 

Para definir um bovino macho como púbere, em termos gerais, o 

ejaculado deve alcançar 50 x 106 de espermatozoides totais, com pelo menos 

10% de motilidade (WOLF et al., 1965). Contudo, há diferenças entre indivíduos, 

uma vez que, touros Nelore, da mesma idade e tamanho testicular, apresentam 

diferentes parâmetros de motilidade espermática (SILVA et al., 2002). 

A ultrassonografia é outra ferramenta que pode auxiliar na identificação 

de animais sexualmente precoces, já que a avaliação ultrassonográfica dos 

testículos está relacionada com os níveis de hormônios da reprodução, o que 

permite reconhecer touros mais precoces (ARAVINDAKSHAN et al., 2000). Esta 

ferramenta também permite mensurar os testículos de forma direta para o cálculo 

do volume testicular, o qual está relacionado a produção espermática (CARTEE 

et al., 1986 e 1989). 

O hormônio anti-mülleriano (AMH), fator essencial na diferenciação sexual 

embrionária, tem como função inibir o crescimento dos ductos de Müller nos 

embriões XY, impedindo a formação do sistema de túbulos do trato reprodutor 

feminino (REY et al., 1993; OKAY, 2003). Em humanos, o AMH é um marcador 

funcional das células Sertoli e níveis indetectáveis deste hormônio e da 

testosterona sérica indicam ausência de tecido testicular funcional. Já níveis 

normais de testosterona sérica e AMH indetectável são sugestivos de síndrome 

do ducto de Müller persistente. Outros distúrbios também alteram os níveis de 

AMH em homens e podem ser utilizados para identificar alterações relacionadas 

com a fertilidade (XU et al., 2019). Já em touros, o AMH foi indicado como 
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marcador da puberdade precoce. O princípio desta avaliação é que este 

hormônio é secretado até a puberdade, diminuindo seus níveis vagarosamente 

após esta idade (OKAY, 2003). 

Uma vez púbere, é importante que o produtor saiba que avaliação 

sistematizada do ganho de peso, características associadas à qualidade de 

carcaça e precocidade sexual, não refletem fielmente um padrão de fertilidade. 

Para isto, é necessário conduzir um exame andrológico e avaliação sanitária que 

diagnosticam as principais afecções que afetam a saúde reprodutiva e por tanto 

a fertilidade (FRENEAU et al., 2000). 

O exame andrológico inclui a avaliação do comportamento e 

características fenotípicas focadas na atitude reprodutiva, como temperamento, 

libido, visão, capacidade respiratória, peso, aprumos, entre outros. A avaliação 

reprodutiva termina com o exame do ejaculado, o qual evidencia características 

relacionadas com fertilidade como motilidade e morfologia espermática. 

Baseado nos achados do exame andrológico se define o destino a ser dado ao 

touro. Após o exame andrológico um touro pode ser classificado como fértil, 

subfértil ou infértil, os quais envolvem a possibilidade das alterações serem 

herdáveis ou não para a progênie, comprometendo a qualidade do rebanho 

(FRENEAU et al., 2000; HOLROYD et al., 2002). Outra classificação é a descrita 

por CBRA (2013) que define os touros como aptos, questionáveis e inaptos 

segundo a capacidade de reversão das alterações apresentadas durante a 

avaliação. 

Geralmente os critérios de seleção dos programas de melhoramento 

genético são mensuráveis, possuem alta repetibilidade e herdabilidade a fim de 

identificar indivíduos com potencial de herdar da progênie características 

reprodutivas tais como precocidade sexual, habilidade materna, facilidade de 

parto entre outras (VIANNA et al., 2015). 

4.2. Características espermáticas 

Os espermatozoides são células haploides, desprovidas de capacidade 

reparadora e classificadas como células terminais (PURDY, 2006), cuja estrutura 

tem a função de garantir a liberação do material genético condensado no núcleo 

para o interior do oócito, onde posterior, à fusão dos pró-núcleos masculino e 
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feminino, forma-se o zigoto (AURCHI, 2005; SUTOVSKY e MANANDHAR, 

2006). 

Morfologicamente, o espermatozoide é dividido em duas regiões, cabeça 

e cauda ou flagelo. Na cabeça encontra-se o núcleo, o acrossomo, pequena 

quantidade de citoplasma e estruturas citoesqueléticas (TOSHIMORI, 2009). No 

núcleo se encontra o DNA recoberto por membrana nuclear que o protege para 

garantir a integridade. O acrossomo é repleto de enzimas hidrolíticas que ajudam 

na reação acrossomal, que permiti a penetração do espermatozoide no ovócito 

(PESCH e BERGMANN., 2006).  Na região da peça intermediária encontra-se 

as mitocôndrias e o citoesqueleto, estas porções são formadas pelo axonema 

que são extensos microtúbulos responsáveis pela movimentação espermática. 

A cauda, região responsável pela cinética da célula, é a porção mais longa do 

espermatozoide, e é dividida em 4 regiões, colo, peça intermediária, peça 

principal e peça terminal. (EDDY, 2006; SINGH, 2006; MACIAS, 2010). 

Uma membrana plasmática flexível recobre os espermatozoides, e 

garante uma troca estável entre os meios extra e intracelulares, mantendo um 

gradiente químico entre íons e outros elementos. Além disso, a membrana 

protege o espermatozoide durante sua permanência no trato reprodutor feminino 

(BRANDÃO, 2008; AMANN e GRAHAM, 2010). 

A membrana plasmática é composta por lipídios, encarregados da 

integridade estrutural, proteínas integrais, periféricas, glicoproteínas de 

superfície, responsáveis por processos dinâmicos, e carboidratos; responsáveis 

pelo caráter hidrofóbico da membrana (ALMEIDA, 2006). O teor de colesterol, 

principal molécula encarregada de estabilizar a membrana, tem uma relação 

direta com a resistência ao choque frio, uma vez que a mobilização do colesterol 

da membrana leva a desestabilização da sua integridade (GONZALES, 2004; 

POULOS et al., 1973; WALES e WHITE., 1959). Desta maneira, o sucesso da 

fecundação depende de vários fatores, incluindo membranas íntegras, organelas 

funcionais e genoma haploide intacto (JANUSKAUSKAS et al., 2000). 

4.3. Avaliação dos espermatozoides e do ejaculado 

O potencial fertilizante das células espermáticas pode ser avaliado in vivo 

ou in vitro, contudo a avaliação in vivo inclui testes onerosos, com um elevado 

número de fêmeas para um teste de progênie. A avaliação in vitro, embora não 
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possa substituir totalmente a in vivo, é possível inferir o potencial fertilizante de 

uma amostra, baseado em algumas características das células espermáticas. 

Contudo, não há uma avaliação in vitro precisa e que possa assegurar a 

capacidade fertilizante das células espermáticas (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 

2007). Desta maneira, o exame andrológico básico não pode predizer as 

variações nas taxas de fertilidade de touros com amostras seminais 

aparentemente normais, desde que isso requer uma avaliação molecular, celular 

e do animal como um todo (KASTELIC e THUNDATHIL, 2008). 

A cinética espermática é uma das características usadas para refletir a 

habilidade fertilizante de uma amostra seminal, e para verificar esta 

característica é usado um sistema computacional conectado a um microscópio 

(computer-assisted sperm analysis - CASA). Os parâmetros cinéticos incluem 

motilidade total, motilidade progressiva, velocidade curvilínea (VCL), velocidade 

do trajeto (VAP), velocidade progressiva (VSL), amplitude do deslocamento 

lateral da cabeça (ALH), frequência de batimentos flagelares (BCF), 

retilinearidade (STR) e linearidade (LIN) (KATHIRAVAN et al., 2011). 

A motilidade espermática é um dos parâmetros seminais mais influentes 

na decisão final da avaliação reprodutiva do touro e definirá o grau de fertilidade 

junto com a morfologia, já que um alto percentagem de células moveis será 

capas de atravessar o trato reprodutivo todo, incluindo o local de fertilização -o 

oviduto- onde os espermatozoides precisaram de uma motilidade hiperativada 

para fecundar o ovócito (HO et al., 2002). 

A morfologia espermática é um procedimento que pode ser feito em 

campo com ajuda de um microscópio, no entanto, o uso do CASA tem substituído 

sua utilização, devido á objetividade e rapidez. Os resultados da avalição da 

morfologia espermática podem ser divididos em defeitos primários e secundários 

segundo a origem anatômica da malformação; esta classificação também pode 

ser utilizada para considerar uma amostra com aptidão para reproduzir-se ou 

não (HAFEZ, 2003) 

4.4. Refrigeração e criopreservação de sêmen de touros 

Para preservar uma amostra seminal, esta pode ser feita mediante 

refrigeração e criopreservação (BARBAS e MASCARENHAS, 2009). No 

processo de criopreservação, o êxito depende da qualidade do sêmen, diluente, 
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crioprotetor, protocolo de congelação, armazenamento, protocolo de 

descongelamento e interação de todos os componentes mencionados 

anteriormente (DIAZ e CASTAÑO, 2018), porém o dano causado no processo 

de congelamento celular ainda é prejudicial para a viabilidade espermática. No 

entanto, mesmo sendo o método de preservação mais utilizado, a integridade e 

funcionalidade das células espermáticas são drasticamente afetadas e, portanto, 

sua viabilidade. Devido a isto, a preservação de sêmen em um estado líquido 

vem se estudando cada vez mais. Esta refrigeração evita que a célula 

espermática seja danificada, melhorando a viabilidade e otimizando o processo 

de IA e seus resultados (CRESPILHO et al., 2014). 

4.5. Seleção de espermatozoides 

Na pesquisa, medicina ou indústria, o isolamento ou purificação de 

populações celulares são necessárias como uma fase de preparação ou como 

objetivo final dos procedimentos (ORFAO e RUIZ-ARGUELLES, 1996), sendo 

necessário em muitos laboratórios. A densidade é uma propriedade física com 

menos variação célula a célula em um mesmo tipo celular (NOROUZI et al., 

2017) e pode ser usada para a seleção de células. 

Na andrologia, a densidade celular é utilizada para sexagem de 

espermatozoides, separando as células que contém os cromossomos XX dos 

XY. Quando se busca aumentar a qualidade espermática a morfologia é uma 

das propriedades físicas mais utilizadas, a qual está relacionada à função celular 

(BEECH et al., 2012). Porém, existe uma variação dos meios utilizados de 

acordo com o tipo celular. 

A seleção de amostras pode envolver métodos de isolamento, 

classificação e separação, utilizando micropartículas ou beads magnéticas, 

contudo, alguns procedimentos podem ser onerosos, demorados e requererem 

grandes volumes de amostra e reagentes (DALILI et al., 2019). Já a separação 

por gradiente de centrifugação, é uma das técnicas mais simples, menos 

onerosas, pode ser feita com um volume menor de amostra e classifica as 

células por tamanho e/ou densidade celular (HARWOOD, 1974). 

Os gradientes de densidade utilizados para selecionar células 

espermática são utilizados para eliminar células imaturas, senescentes, 

morfologicamente anormais e portadoras de DNA danificado, selecionando 
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espermatozoides viáveis (MORRELL et al., 2008; JAYARAMAN et al., 2012). 

Também podem ser utilizados para separar as células do meio, seja o plasma 

seminal ou meio diluente (MORRELL et al., 2008; D´AMOURS et al., 2018). 

Métodos de seleção espermática são usados nas diferentes biotécnicas 

da reprodução animal (GARCIA-HERREROS e LEAL, 2014), principalmente nas 

espécies de interesse zootécnico, visando selecionar e concentrar o maior 

número de espermatozoides normais e móveis para aplicação da fertilização in 

vitro. Contudo, podem ser aplicados para a separação de células de maior 

qualidade oriundas de ejaculados com características espermáticas 

parcialmente comprometidas, como baixa motilidade e células com defeitos. 

Métodos de separação espermática devem incluir como características a 

rapidez na separação, facilidade, melhor custo-benefício, isolar o maior número 

de espermatozoides móveis, não causar danos às células espermáticas, eliminar 

espermatozoides mortos e outras células (leucócitos e bactérias), eliminar 

substâncias tóxicas e permitir o processamento de grandes volumes de 

ejaculado (HENKEL e SCHILL, 2003). 

Diferentes métodos já foram estudados para a seleção de 

espermatozoides, entre os quais destacam-se swim-up, Percoll® e OptiPrep® 

referenciar. Atualmente alguns gradientes em camada única foram elaborados 

para diferentes espécies, como EquiPure™ (equinos), BoviPure™ (bovinos), 

CapriPure® (caprinos), Ovipure® (ovinos) e PureSperm® (humanos), Ficoll®, os 

quais são compostos de coloide composto por partículas de sílica recobertas 

com silane. 

O swim up é um método simples e econômico, porém menos eficaz 

baseado na movimentação dos espermatozoides em um determinado meio 

(ARIAS et al, 2017). Na espécie bovina é utilizado como método alternativo para 

isolar espermatozoides íntegros, permitindo que os espermatozoides móveis 

migrem até a parte superior do tubo (HOPPER, 2014). Este método diminui 

significativamente a porcentagem de espermatozoides com cromatina 

descondensada e a quantidade de espermatozoides mortos, resíduos celulares 

e leucócitos, os quais são importantes fontes de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), prejudiciais aos espermatozoides de qualidade (HENKEL et al., 1994; 

FORD, 1990). 
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O gradiente de Percoll® é considerado o método de separação de 

espermatozoides mais utilizado. Consiste em depositar o sêmen sobre um 

gradiente descontínuo (duas camadas de diferentes densidades, geralmente 

45% e 90%) e posterior centrifugação. A separação usando o gradiente de 

densidade de Percoll® possibilita a recuperação dos espermatozoides com maior 

porcentagem de integridade de membrana (GARCIA-HERREROS e LEAL, 

2014). Apesar disso, o Percoll® é considerado tóxico para as células e, por 

décadas, seu uso não foi permitido para separação de espermatozoides em 

técnicas de reprodução assistida em humanos (CHEN e BONGSO, 1999). 

Ademais, há diferenças na composição dos lotes de Percoll®, de forma que essa 

variação pode afetar as taxas de desenvolvimento embrionário (Mendes et al., 

2003). 

O gradiente Ficoll é um polissacarídeo usado em centrifugação zonal para 

a separação de bioparticulas (LAVRENKO et al., 1987). Em células espermáticas 

de mamíferos tem se utilizado com resultados satisfatórios no momento de obter 

amostras seminais de ótima qualidade (MOTHE et al., 2018). 

O gradiente iodixanol, comercialmente conhecido como OptiPrep é 

considerado um meio de gradiente com densidade superior em comparação com 

outros gradientes como o Percoll (HARRISSON, 1997). Também tem sido 

utilizado como crioprotetor do sêmen bovino com resultados positivos 

relacionados com a alteração da formação dos cristais de gelo (SARAGUSTY et 

al., 2009). Este meio tem sido utilizado para separar espermatozoides sem 

alterações de viabilidade e integridade do acrosoma com resultados similares 

aos do Percoll (RESENDE et al., 2009). 

A seleção espermática por centrifugação em camada única surgiu como 

um método alternativo a outras preparações com compostos coloidais, já que 

são observados diferentes benefícios, como as formulações específicas para 

cada espécie; homogeneidade entre os lotes e capacidade de processamento 

completo dos ejaculados, facilitando o uso na preparação do sêmen comercial 

(SJUNNESSON et al., 2013). 

O Equipure™ foi criado para a seleção espermática em equinos, embora 

não seja observada diferença em sua composição, quando comparada aos 

diferentes produtos da mesma empresa, com o mesmo objetivo e indicado para 

outras espécies (BERGSTEIN et al., 2016). Na espécie equina o Equipure™ 
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aumenta a motilidade total, motilidade progressiva e reduz os defeitos 

espermáticos de amostras de sêmen fresco (VELEZ et al., 2017) e no 

descongelado aumenta as características cinéticas espermáticas (ORTIZ et al., 

2012). 

Nos bovinos, o Equipure™ apresenta resultados contraditórios. Em um 

estudo foi associado com a redução da motilidade, viabilidade e taxa de 

fertilização espermática, quando comparado ao Percoll®, para aplicação das 

células na fertilização in vitro em bovinos (ROMO et al., 2005). Apesar disso, a 

separação dos espermatozoides bovinos com Percoll® reduziu a recuperação de 

espermatozoides após a centrifugação, mas resultou em maior motilidade, 

quando comparados ao Equipure™ (60 versus 39%), respectivamente. Neste 

estudo, não houve diferença estatística para a viabilidade celular nos dois 

métodos avaliados (PRYOR et al., 2005). 

O BoviPure™ e o Percoll® foram considerados protocolos de separação de 

espermatozoides adequados para fornecer células viáveis para fertilização in 

vitro. O processamento dos espermatozoides com BoviPure™ e Percoll® 

mantiveram a motilidade espermática (66,7 versus 64,2%), concentração 

(25,5x106 versus 27,7x106 espermatozoides/mL), integridade de membrana 

(70,9 versus 68,8%) e do acrossomo (74,2 versus 67,5%), respectivamente 

(SAMARDZIJA et al., 2005). 
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Resumo 24 

Atualmente o uso de biotécnicas relacionadas ao sêmen bovino tem 25 

crescido exponencialmente com o objetivo de suprir a demanda de produtos de 26 

origem animal. Com isto, é possível minimizar as perdas econômicas 27 

identificando ejaculados de baixa qualidade seminal. Desta forma, o objetivo 28 

deste estudo foi avaliar os efeitos do gradiente Equipure™ enquanto a viabilidade 29 

e congelabilidade do sêmen de touros para seleção espermática. Para isso, 35 30 

touros foram coletados e o sêmen foi avaliado quanto a cinética espermática, 31 

morfologia e integridade de membrana. A seguir, a amostra foi diluída e separada 32 

em 2 alíquotas, contendo 1 x 106 espermatozoides cada uma. Uma amostra foi 33 

depositada em Equipure™ e a outra mantida in natura. As alíquotas foram 34 

centrifugadas e posteriormente o pellet dos tubos foram recuperados e 35 

reavaliados. Após a análise das variáveis, os 10 touros com maior motilidade 36 

foram novamente coletados para congelação dos espermatozoides. A 37 

congelação foi conduzida após a avaliação e diluição (30 x 106 38 

espermatozoides/mL) em meio comercial. Posteriormente, as amostras foram 39 

descongeladas e reavaliadas. Os resultados mostram que o uso de Equipure 40 

diminui a quantidade de células defeituosas após a centrifugação de sêmen 41 

fresco e após descongelação. Com isto podemos inferir que o uso de Equipure™ 42 

em amostras de sêmen de touros com pobre qualidade espermática pode 43 

aumentar a taxa de células espermáticas morfologicamente normais até valores 44 

de referência, porém considerando que a taxa de recuperação espermática 45 

descende até valores mínimos quando comparados com sêmen fresco. Estudos 46 

que avaliem as características subjetivas da qualidade seminal, o tempo e força 47 

da centrifugação, tempo transcorrido entre os procedimentos e o uso de 48 

diluentes devem ser reavaliados. 49 

 50 

Palavras-chave: coloide, criopreservação, qualidade espermática, 51 

espermatozoides 52 

  53 
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1. Introdução 54 

Na espécie bovina a seleção de um reprodutor é baseada nas 55 

caraterísticas reprodutivas, no entanto vários são os touros que não contam com 56 

boa qualidade do sêmen (motilidade diminuída, >30% defeitos e pobre vigor da 57 

amostra seminal), embora tenham ótimo fenotípico, tornando necessário o uso 58 

de ferramentas para aumentar a qualidade do sêmen e a fertilidade destes 59 

animais. Para isso, há no mercado algumas tecnologias que aumentam a 60 

qualidade do ejaculado mediante a eliminação de bactérias, vírus e 61 

espermatozoides anormais, os quais são fontes de espécies reativas de oxigênio 62 

que afetam negativamente as amostras seminais [1]. 63 

Diferentes produtos comerciais foram desenvolvidos, na maioria 64 

compostos de partículas de sílica coloidal revestidas com silano, entre os quais 65 

destacam-se o EquiPure™ (equinos), BoviPure™ (bovinos), CapriPure™ 66 

(caprinos), Ovipure™ (ovinos) e PureSperm® (humanos). A aplicação destes 67 

produtos é baseada na separação dos espermatozoides por centrifugação no 68 

gradiente de densidade [2]. Normalmente os gradientes são usados para retirada 69 

do meio diluente de amostras de espermatozoides após a descongelação, para 70 

aplicação na fertilização in vitro. Embora sejam amplamente usados para este 71 

fim, há poucos estudos sobre sua utilização com o propósito de aumentar a 72 

qualidade do ejaculado pré-congelação. Atualmente, o BoviPure™ não é 73 

comercializado no Brasil. Então, este estudo objetivou avaliar o gradiente 74 

EquiPure™, que possui a mesma composição que BoviPure™ no aumento da 75 

qualidade das células espermáticas pré-congelação do sêmen bovino mediante 76 

avaliação morfológica, caraterísticas cinemáticas e integridade de membrana. 77 

2. Material e métodos 78 

2.1. Aspectos éticos 79 

Para o estudo foram seguidas as recomendações do Conselho Nacional 80 

de Experimento Animal (CONCEA) em cada etapa desse estudo, tendo sido 81 

aprovado pela Comissão Institucional de Ética no Uso de Animais (CEUA), sob 82 

protocolo nº 0243/2021. 83 
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2.2. Desenho experimental 84 

Para este estudo foram utilizados ejaculados de 35 touros da Central Bela 85 

Vista, do grupo CVR, localizada no município de Botucatu, São Paulo, Brasil. Os 86 

bovinos selecionados pertenciam à área de quarentena e foram escolhidos 87 

aleatoriamente. Os ejaculados foram colhidos por vagina artificial utilizando uma 88 

vaca como manequim. Após a colheita, as amostras foram mantidas em banho 89 

seco a 37 ºC. A avaliação espermática de cada amostra para cada procedimento 90 

do experimento foi feita em: 1. Sêmen fresco 2. Sêmen após gradiente Equipure 91 

e 3. Sêmen após descongelação. A avaliação da qualidade espermática foi 92 

baseada na cinética espermática e concentração em sistema computadorizado 93 

(iSperm™, Aidmics Biotechnology Co., Genepro, Uberlândia, Minas Gerais, 94 

Brasil), morfologia e integridade de membrana mediante microscopia ótica e 95 

coloração eosina-nigrosina. Após a avaliação do sêmen fresco, as amostras 96 

foram diluídas em meio comercial (BotuBOV®, Botupharma®, Botucatu, São 97 

Paulo, Brasil) e divididas em 2 alíquotas. A seguir, uma das alíquotas foi 98 

depositada sobre o gradiente Equipure™ (Nidacon Laboratories AB, Gothenborg, 99 

Suécia) e a outra apenas diluída (controle). As alíquotas foram centrifugadas a 100 

700g por 15 minutos e os peletes ressuspendidos em meio comercial e 101 

reavaliado para as mesmas características. As variáveis pré e pós-centrifugação 102 

foram comparadas. 103 

Para congelação do sêmen foram selecionados 10 touros, que após a 104 

seleção espermática no Equipure™ apresentasse motilidade espermática > 50%. 105 

Após a seleção espermática uma alíquota do pelete foi recolhida e diluída em 106 

meio comercial contendo crioprotetor, numa concentração de 30 x 106 107 

espermatozoides. As amostras foram envasadas em palhetas francesas de 0,5 108 

mL, refrigeradas a 4 ºC durante 4 horas para posterior congelação. A congelação 109 

foi efetuada em caixas de transporte de sêmen (Botuflex®, Botupharma®, 110 

Botucatu, São Paulo, Brasil). Após a congelação as amostras foram 111 

armazenadas em botijão criogênico a -196 ºC. As amostras foram 112 

descongeladas a 46 ºC durante 30 segundos e reavaliadas para as mesmas 113 

características espermáticas anteriormente citadas para o sêmen fresco. 114 

2.3. Avaliação da cinética e concentração espermática 115 

Esta avaliação foi realizada mediante método computadorizado (iSperm™, 116 
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Aidmics Biotechnology Co., Ltda, Genepro, Uberlândia, Minas Gerais, Brasil) 117 

foram consideradas as seguintes características: concentração, motilidade total, 118 

motilidade progressiva, velocidade progressiva e curvilínea (VCL), velocidade 119 

média (VAP), velocidade retilínea (VSL), retidão (STR) e linearidade (LIN). Para 120 

esta avaliação, uma alíquota da amostra seminal foi diluída 1: 50 em diluente 121 

comercial sem crioprotetor (BotuBOV. Botupharma, Botucatu, São Paulo, Brasil). 122 

Então, da diluição, uma alíquota de 7,5 µL foi depositada no equipamento para 123 

leitura das características espermáticas. 124 

2.4. Avaliação da integridade de membrana 125 

Para avaliação da integridade da membrana uma alíquota de amostra foi 126 

diluída em corante contendo eosina-nigrosina (BotuVital®, Botupharma®, 127 

Botucatu, São Paulo, Brasil) e depositada sobre uma lâmina, foi feito um 128 

esfregaço e deixada secar sobre uma placa aquecedora. Mediante microscopia 129 

optica em 1000X, 200 células foram avaliadas e classificadas com membrana 130 

íntegra quando não coradas e com membrana lesada, quando coradas em 131 

vermelho. 132 

2.5. Avaliação da morfologia espermática 133 

Para avaliação da morfologia espermática foi feito outro esfregaço das 134 

amostras e coradas com a técnica de tinção de panótico rápido (Laborclin® 135 

Produtos para Laboratórios Ltda, Pinhais, Paraná, Brasil). A avaliação foi feita 136 

em um microscópio óptico com aumento 1000X. 200 células espermáticas foram 137 

contadas e classificadas em normais, com defeitos maiores e menores [3], 138 

segundo a presencia ou ausência de alterações morfológicas. 139 

2.6. Gradiente Equipure™ 140 

Após a avaliação da cinética e concentração espermática, uma alíquota 141 

das amostras contendo 1 x 106 espermatozoides foi usada para a preparação do 142 

gradiente Equipure™ a temperatura ambiente. Em tubo tipo Falcon de 15 mL foi 143 

adicionado 1 mL de Equipure™. O tubo foi inclinado em um ângulo de 45º para 144 

depositar cuidadosamente a amostra de sêmen fresco diluída em meio comercial 145 

sem crioprotetor (BotuBOV®) sobre o gradiente, formando-se 2 fases. A mesma 146 

concentração de espermatozoides, diluída no mesmo meio, foi preparada para 147 

centrifugação sem o uso do gradiente (controle). As amostras foram 148 
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centrifugadas a 700g por 10 minutos. Concluída a centrifugação, o sobrenadante 149 

foi descartado e o pelete ressuspendido em 1 mL de meio comercial sem 150 

crioprotetor. As características espermáticas das amostras submetidas ao 151 

gradiente e controle foram novamente avaliadas. 152 

2.7. Análise estatística 153 

As variáveis foram avaliadas quanto a normalidade pelo teste Shapiro-154 

Wilk com correção de Lillefors e de homogeneidade da variância pelo teste de 155 

Levene. Para a primeira parte do estudo comparou-se as amostras pré-156 

centrifugação (sêmen fresco), controle (centrifugado sem o gradiente) e 157 

gradiente Equipure™ usando ANOVA one way, seguido pelo teste de Student-158 

Newman-Keuls. 159 

A comparação dos resultados da viabilidade espermática após a 160 

congelação foram efetuadas pelo teste t (integridade de membrana, 161 

porcentagem de defeitos maiores e porcentagem de espermatozoides normais) 162 

e Man-Whitney (defeitos menores). 163 

Para determinação do número amostral foi usado o software Sigma-Plot 164 

versão 4.0 (2011), com α < 0,05 e considerou o número ideal quando o poder do 165 

teste foi > 0,80. 166 

3. Resultados 167 

Os resultados referentes a avaliação da separação no gradiente 168 

Equipure™ estão demonstrados na Tabela 1. Após a centrifugação das amostras 169 

em meio diluente (controle) e no gradiente (Equipure™) foi observado redução 170 

da motilidade espermática, quando comparado ao ejaculado fresco. Similares 171 

resultados foram também encontrados para os parâmetros de cinética 172 

espermática. Já os defeitos maiores e menores foram inferiores nas amostras 173 

centrifugadas no Equipure™. Os resultados do grupo controle foram similares ao 174 

Equipure™. A recuperação da concentração inicial adicionada sobre o gradiente 175 

Equipure™ variou entre 5,9 e 100%. 176 

 177 

TABELA 1. Características de amostras de espermatozoides bovinos 178 

centrifugadas in natura (fresco) e diluídas em BotuBOV (controle) e Equipure™. 179 

CARACTERÍSTICA 
FRESCO CONTROLE EQUIPURE™ 

Mediana Mediana Mediana 
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(Q25; Q75) (Q25; Q75) (Q25; Q75) 

Motilidade total (%) 57,0 (43,0; 73,0)a 42,0 (19,0; 56,0)b 40,0 (28,0; 60,0)b 

Motilidade progressiva (%) 41,0 (26,50, 50,5) 35,0 (7,0; 47,3) 29,0 (22,5; 52,0) 

VCL (µ/s) 105,0 (97,3; 111,3)a 103,0 (69,8; 119,8)b 103,0 (83,3; 117,8)c 

VAP (µ/s) 76,0 (70,8; 79,3)a 75,0 (45,5; 86,3)b 73,0 (58,8; 86,5)c 

VSL (µ/s) 68,0 (58,8; 72,3)a 67,0 (42,5; 78,8)a 67,0 (54,0; 82,3)b 

STR (%) 89,0 (85,8; 90,00)a 87,0 (64,0; 93,3)b 91,0 (89,0; 94,0)a 

LIN (%) 64,0 (53,0; 70,0)a 62,0 (42,8; 70,3)b 66,0 (62,5; 73,3)c 

Defeitos maiores (%) 14,0 (10,0; 21,0)a 15,0 (10,0; 20,3)a 7,0 (6,0; 11,3)b 

Defeitos menores (%) 10,0 (8,0; 16,5)a 9,0 (5,0; 11,0)a 2,0 (2,0; 3,0)b 

abcLetras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (P < 0,05). 180 

ANOVA one way seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls 181 

 182 

Os resultados referentes a avaliação das amostras pos-descongelacao 183 

tratadas com o gradiente Equipure e o grupo controle, estão demonstrados nas 184 

Tabelas 2 e 3. Após a descongelação das amostras tratadas com meio diluente 185 

(controle) e no gradiente (Equipure), foi observado que a motilidade total (%) no 186 

teve diferença estatística, mesmo assim a motilidade progressiva, os demais 187 

parâmetros da cinética espermática não tiveram diferença. Respeito a os 188 

resultados obtidos da morfologia espermática e integridade de membrana houve 189 

diferença respeito à as porcentagens de amostras espermáticas tratadas com o 190 

BotuBOV e amostras tratadas com o Equipure, obtendo amostras tratadas com 191 

Equipure mais integras, e com menor número de defeitos espermáticos, assim 192 

como maior número de espermatozoides normais.  193 

 194 

TABELA 2. Resultados da mediana (mínimos e máximos) da cinética 195 

espermática de amostras de sêmen submetidas a centrifugação com BotuBOV® 196 

e Equipure™ e, posteriormente, congelados em BotuBOV® 197 

 Equipure™ Controle (BotuBOV®) 
 

Mediana Mediana 

Motilidade total (%) 26,0 (6,0; 89,0) 27,0 (8,0; 67,0) 

Motilidade progressiva (%) 2,0 (0,0; 16,0) 2,0 (0,0; 32,0) 

VCL 45,0 (28,0; 62,0) 46,0 (29,0; 84,0) 

VAP 24,0 (11,0; 36,0) 22,0 (13,0; 51,0) 

VSL 18,0 (8,0; 30,0) 18,0 (10,0; 46,0) 

STR 69,0 (54,0; 82,0) 74,0 (22,0; 81,0) 

LIN 33,0 (22,0; 47,0) 41,0 (29,0; 49,0) 

 198 
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TABELA 3. Resultados da mediana (mínimos e máximos) da integridade de 199 

membrana e morfologia espermática das amostras de sêmen submetidas a 200 

centrifugação com BotuBOV® e Equipure™ e, posteriormente, congelados em 201 

BotuBOV® 202 

Característica BotuBOV® Equipure™ Valor de P 

Integridade de membrana (%) 56,0 (40,0 – 79,0) 65,0 (50,0 – 78,0) > 0,05* 

Defeitos maiores (%) 21,0 (15,0 – 29,5) 12,5 (5,5 – 15,0) < 0,01* 

Defeitos menores (%) 35,0 (26,0 – 47,0) 18,0 (11,0 – 43,5) 0,04** 

Espermatozoides normais (%) 45,0 (30,0 – 59,0) 71,5 (41,5 – 78,5) < 0,01* 

*Teste t; **Teste Mann-Whitney 203 

4. DISCUSSÃO 204 

A fertilização e um processo dependente da capacidade espermática, 205 

entre elas a quantidade de células vivas, moveis e morfologicamente normais 206 

quando depositadas no trato reprodutor da femea. No entanto, o sucesso deste 207 

acontecimento biológico é amplamente dependente da competência funcional 208 

das células espermáticas [4]. Atualmente existem numerosos estudos que 209 

avaliam diferentes métodos para seleção espermática nas diferentes espécies 210 

de animais domésticos, porém discrepâncias têm sido reportadas enquanto aos 211 

parâmetros específicos avaliados que definem a efetividade da separação [5, 6, 212 

7, 8]. Nosso trabalho avaliou parâmetros específicos da cinética espermática de 213 

uma população de touros reprodutores mediante análise computadorizado e 214 

microscopia ótica para avaliação morfológica e viabilidade de amostras seminais 215 

submetidas a separação mediante um gradiente de concentração (Equipure™). 216 

Este produto é similar em composição ao utilizado comercialmente na espécie 217 

bovina Bovipure (Nidacon, International, Mölndal, Sweden), porém sua 218 

disponibilidade no mercado as vezes é reduzida devido à demanda atual no 219 

Brasil. O coloide Equipure™, uma solução a base de sílica [7], é amplamente 220 

utilizado pelos baixos níveis de endotoxicidade [9] e é utilizado para a seleção 221 

de espermatozoides com características fertilizante de garanhoes [10] e 222 

posteriormente usados para criopreservação ou inseminação artificial com 223 

sêmen fresco [11]. 224 

Touros com qualidade seminal normal devem apresentar como mínimo 225 

uma motilidade progressiva e morfologia normal  70% [12]. Pelos nossos 226 
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resultados iniciais, todos os animais foram classificados com qualidade seminal 227 

pobre. 228 

Um dos parâmetros que definem um sêmen com boa capacidade 229 

fertilizante é a motilidade progressiva [13]. No entanto, nosso estudo teve uma 230 

queda neste parâmetro após a centrifugação nos grupos controle e Equipure, 231 

atribuindo isto aos possíveis danos intracelulares ou vazamento de componentes 232 

de membrana gerados pela alta força de centrifugação, onde 300g é a força 233 

máxima para não gerar danos no espermatozoide, porém com uma baixa 234 

efetividade na separação [14]. Goodla et al., [15] não reportou diferenças na 235 

motilidade entre amostras seminais de touros submetidas a separação mediante 236 

centrifugação em camada única quando comparados com amostras sem 237 

centrifugar; no entanto, o dano na estrutura da cromatina foi mais baixo no grupo 238 

submetido à centrifugação. 239 

Outros parâmetros cinéticos foram avaliados, a LIN e STR tiveram 240 

melhores porcentagens para o grupo Equipure quando comparados com sêmen 241 

fresco; porém existem reportes afirmando a falta de correlação com a 242 

capacidade fertilizante em touros [16]. Contraditoriamente, dados cinéticos de 243 

velocidade e movimento não lineal tem maior relevância em espermatoziodes 244 

frescos para prever a qualidade espermática e fertilidade do touro; agora, 245 

movimentos lineares são mais representativos em amostras descongeladas [17].  246 

Os nossos resultados demostram que os parâmetros cinemáticos de 247 

amostras seminais pre-congelação y após-congelação são bastante similares 248 

quando comparados os grupos controle e Equipure™, definindo que o produto 249 

testado pode ser usado como uma alternativa de uso interespécie de parâmetros 250 

cinemáticos de células espermáticas. No entanto os valores de MT das amostras 251 

nos grupos controle e Equipure (pre e pos congelação) foram moderadamente 252 

baixos quando comparados com sêmen fresco. Para o caso da MP, está teve o 253 

mesmo comportamento que a MT em análises pre congelação, porém foi 254 

extremadamente baixa nas análises posteriores ao descongelamento nos dois 255 

grupos. Estes dados são totalmente diferentes aos diferentes estudos onde 256 

usaram algum gradiente de concentração em sêmen fresco, diluído e após 257 

congelação na espécie de uso recomendada [18] ou interespécie [19]. 258 

Para as caraterísticas morfológicas, o uso de Equipure™ teve um efeito 259 

positivo nas amostras espermáticas após descongelação, obtendo uma 260 
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porcentagem (70%) de células normais, ótima para considerar um touro como 261 

apto para reproduzir-se [20,21] e classificar a amostra com qualidade seminal 262 

normal [12]. Para confirmar estes dados, a integridade de membrana teve 263 

valores similares á quantidade de células normais avaliadas no exame 264 

morfológico, sendo estes dos parâmetros diretamente proporcionais. 265 

5. CONCLUSÃO 266 

Para concluir, podemos inferir que o uso de Equipure em amostras de 267 

sêmen de touros com pobre qualidade espermática pode aumentar a taxa de 268 

células espermáticas morfologicamente normais até valores de referência, 269 

entretanto, é importante deixar claro que a taxa de recuperação espermática 270 

obtida descende até valores mínimos quando comparados com amostras de 271 

sêmen fresco. Estudos onde se avaliem as características subjetivas da 272 

qualidade seminal, o tempo e força da centrifugação, tempo transcorrido entre 273 

os procedimentos e o uso de diluentes devem ser reavaliados. 274 
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