
 

 

 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JÚLIO DE MESQUITA FILHO” 

FACULDADE DE MEDICINA VETERINÁRIA E ZOOTECNIA 

CURSO DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOTECNOLOGIA ANIMAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRADIENTE DE DENSIDADE COLOIDAL EQUIPURE™ 

UTILIZADO PRÉ E PÓS CRIOPRESERVAÇÃO DE SÊMEN 

EQUINO 

 

 

 

 

 

 

RAIZA ROCHA PEREIRA 

 

 

 

 

 

 

 

 

BOTUCATU - SÃO PAULO  

Junho/2023 



ii 

 

 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JÚLIO DE MESQUITA FILHO” 

FACULDADE DE MEDICINA VETERINÁRIA E ZOOTECNIA 

 CURSO DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOTECNOLOGIA ANIMAL  

 

 

 

 

 

 

 

 

GRADIENTE DE DENSIDADE COLOIDAL EQUIPURE™ 

UTILIZADO PRÉ E PÓS CRIOPRESERVAÇÃO DE SÊMEN 

EQUINO 

 

 

RAIZA ROCHA PEREIRA 

 

 

 

Tese apresentada a Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia da Universidade 

Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, 

Campus de Botucatu, para obtenção do título de 

Doutora em Medicina Veterinária. 

 

 

Orientador: Prof. Dr. José Antonio Dell'Aqua Junior 
 

 

 

 

BOTUCATU- SÃO PAULO  

Junho/2023  



Palavras-chave: Congelamento; EquiPure; Garanhão;

Reprodução animal; Sêmen.

Pereira, Raiza Rocha.

   Gradiente de densidade coloidal EquiPure utilizado pré

e pós criopreservação de sêmen equino / Raiza Rocha

Pereira. - Botucatu, 2023

   Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista

"Júlio de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina

Veterinária e Zootecnia

   Orientador: José Antonio Dell'Aqua Junior

   Capes: 50504002

   1. Preservação do sêmen. 2. Criopreservação. 3. Equino.

4. Reprodução animal. 5. Sêmen.

DIVISÃO TÉCNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAÇÃO - CÂMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECÁRIA RESPONSÁVEL: MARIA CAROLINA A. CRUZ E SANTOS-CRB 8/10188

FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA SEÇÃO TÉC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.



iii 

 

 

 

 

Nome do autor (a): Raiza Rocha Pereira 

 

Título: GRADIENTE DE DENSIDADE COLOIDAL EQUIPURE™ UTILIZADO PRÉ 

E PÓS CRIOPRESERVAÇÃO DE SÊMEN EQUINO 

 

 

 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

 

 

Prof. Dr. José Antonio Dell'Aqua Junior 

Presidente e Orientador 

Departamento de Cirurgia Veterinária e Reprodução Animal FMVZ – UNESP, Botucatu 

 

Prof. Dr. Fernanda Saules Ignácio 

Membro 

Departamento de Cirurgia Veterinária e Reprodução Animal FMVZ – UNESP, Botucatu 

 

Prof. Dr. Igor Frederico Canisso 

Membro 

Departamento de Cirurgia Veterinária e Reprodução Animal FMVZ – UNESP, Botucatu 

 

Prof. Dr. Julio Cezar Ferraz Jacob 

Membro 

Departamento de Reprodução e Avaliação Animal (IZ/UFRRJ) 

 

Dr. Marcio Teoro do Carmo 

Membro 

Médico Veterinário Autônomo 

 

 

Data da Qualificação: 26 de Junho de 2023. 

 



iv 

 

 

 

Agradecimentos 

 

Primeiramente, a Deus por me guiar e iluminar os meus passos. 

Aos meus pais, Cladir Alzeman Rocha e Jair Oliveira Pereira, por todo amor 

incondicional e apoio durante toda a minha trajetória. Por todos os ensinamentos e por 

não me deixar desistir dos meus sonhos.  

Meu irmão Otavio Rocha Pereira, por sempre me apoiar e me amparar. 

Aos meus avôs paternos, os amores da minha vida, Izonia de Oliveira Pereira e 

Luiz carlos Pereira que me deram todo o amor e afeição.  

Aos meus avôs maternos, Maria Dilma Alzeman Rocha e Clemente Rocha, por 

sempre me apoiarem, me ajudarem. Por sempre me ensinar o valor do trabalho, esforço e 

dedicação, vocês são os meus exemplos de vida. 

A minha tia Cleide, mulher forte, batalhadora, justa e de princípios que sempre 

esteve ao meu lado em todos os momentos bons ou ruins. Nunca mediu esforços para me 

ajudar, obrigada tia. Ao meu tio Dione por sempre ter os conselhos mais sábios e por ser 

o melhor marido para minha tia. 

Ao meu orientador, Dr. José Antônio Dell’Aqua Júnior, pela amizade, 

ensinamentos profissionais e pessoais.  

Á Dra. Camila de Paula Freitas Dell’Aqua, pela amizade, obrigada por toda ajuda 

durante o mestrado e o doutorado, por todos os ensinamentos. Saiba que tenho muita 

admiração pelo seu trabalho. 

            Ao professor Dr. Frederico Ozanam Papa pela honra em poder acompanha-lo.  

Á banca examinadora composta por profissionais que tenho profunda admiração 

pelo trabalho incrível que realizam na reprodução equina: Dr. Fernanda Saules Ignácio, 

Prof. Dr. Igor Frederico Canisso, Prof. Dr. Julio Cezar Ferraz Jacob, Dr. Marcio Teoro 

do Carmo. 

Á Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, Faculdade de  

Medicina Veterinária e Zootecnia - UNESP, Campus de Botucatu, pela oportunidade em 

estar convivendo com grandes profissionais.  

Aos funcionários do Departamento de Cirurgia Veterinária e Reprodução Animal  

FMVZ – UNESP, Botucatu, Edvaldo, Felipe e Andreia pela ajuda e pelos bons momentos 

de convívio. 

Á Botupharma, pela doação de materiais para a execução do trabalho. 

Aos meus colegas de pós-graduação, em especial, Lucas Canuto, Thaís Cavalero, 

Giovana Camargo, Camila trinque, Mariana Frasson, Luan Sitó, Beatriz Lippe e Estevam, 

por dividir comigo a jornada da pós-graduação, tornando-a mais divertida. 

A todos meus amigos e parentes que não foram citados por nome, mas estão 

sempre em meu pensamento e minhas orações. 

"O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de Aperfeiçoamento 

de Pessoal de Nível Superior - Brasil (CAPES) - Código de Financiamento 001”. 

"This study was financed in part by the Coordenação de Aperfeiçoamento de 

Pessoal de Nível Superior - Brasil (CAPES) - Finance Code 001”. 

E por fim, a todos as pessoas que de alguma forma ajudaram na elaboração e 

desenvolvimento desse trabalho 

 

 

 

 

 



v 

 

 

 

 

 

 

Lista de Tabelas 

 

Tabela 1. Configuração para análise do sêmen da espécie equina................................................. 45 

Tabela 2. Média ± erro padrão médio das avaliações no momento 0 (M0) da cinética espermática 

(motilidade total, progressiva e espermatozoides rápidos) pela análise 

computadorizada do movimento espermático e estabilidade da membrana plasmática, 

geração de O2
- mitocondrial, potencial mitocondrial e peroxidação lipídica por  

citometria de fluxo dos grupos Controle (sem centrifugação com EquipureTM), EG 

(centrifugação com EquipureTM antes do congelamento), CT+EG (centrifugação com 

EquipureTM após o sêmen ser descongelado) e EG+EG (centrifugação com 

EquipureTM antes e depois do sêmen ser congelado) de 26 ejaculados de 15 garanhões   

 

 

   

 

47                                                                            

Tabela 3.  Média ± erro padrão médio das avaliações no momento 60 minutos pós-incubação à 

37°C (M0) da cinética espermática (motilidade total, progressiva e espermatozoides 

rápidos) pela análise computadorizada do movimento espermático e estabilidade da 

membrana plasmática, geração de O2
- mitocondrial, potencial mitocondrial e 

peroxidação lipídica por  citometria de fluxo dos grupos Controle (sem centrifugação 

com EquipureTM), EG (centrifugação com EquipureTM antes do congelamento), 

CT+EG (centrifugação com EquipureTM após o sêmen ser descongelado) e EG+EG 

(centrifugação com EquipureTM antes e depois do sêmen ser congelado) de 26 

ejaculados de 15 garanhões............................................................................................. 

 

 

 

 

 

 

48 

Tabela 4.       Média ± erro padrão médio da taxa de recuperação (TXR, %) pós-centrifugação com 

o gradiente de densidade coloidal EquiPureTM................................................................ 

 

49 

Tabela 5.  Média ± erro padrão  das avaliações das partidas utilizadas na inseminação no 

momento 0 (M0) da cinética espermática (motilidade total, progressiva e 

espermatozoides rápidos) pela análise computadorizada do movimento espermático 

dos grupos Controle (sem centrifugação com EquipureTM), EG (centrifugação com 

EquipureTM antes do congelamento), CT+EG (centrifugação com EquipureTM após o 

sêmen ser descongelado) e EG+EG (centrifugação com EquipureTM antes e depois do 

sêmen ser congelado) de garanhão “Bad freezing” utilizado na inseminação................. 

 

 

 

 

 

49 

Tabela 6. Taxa de recuperação espermática pós-descongelamento e após a centrifugação com 

EquiPureTM considerando a concentração de 800x106 de cavalo “Bad freezing” dos 

grupos Controle (sem centrifugação com EquipureTM), EG (centrifugação com 

EquipureTM antes do congelamento), CT+EG (centrifugação com EquipureTM após o 

sêmen ser descongelado) e EG+EG (centrifugação com EquipureTM antes e depois do 

sêmen ser congelado). Média da dose de inseminação móveis (valor calculado de 

acordo com a motilidade total). Média da dose de inseminação progressivo (valor 

calculado de acordo com a motilidade progressiva)........................................................ 

 

 

 

 

 

 

50 

Tabela 7. Taxa de concepção por ciclo (TF, %) do sêmen congelado de um garanhão submetido 

aos grupos Controle (sem centrifugação com EquipureTM); EG (centrifugação com 

EquipureTM antes do congelamento); CT + EG (centrifugação com EquipureTM após o 

sêmen ser descongelado);  EG + EG (centrifugação com EquipureTM antes e depois do 

sêmen ser congelado)...................................................................................................... 

 

 

 

 

50 

 

 



vi 

 

 

 

 

 

 

SUMÁRIO 

 

    

1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA ……………..………………………. 10 

2. REVISÃO DE LITERATURA …………………………………………….. 11 

2.1 Espermatozoide equino……………………..……………………………… 11 

2.2 Criopreservação do sêmen equino…….…………………………………… 12 

2.3 Metabolismo energético…………………………….……............................. 15 

2.4 Espécies reativas de oxigênio (ROS)…………………………..…………… 17 

2.5 Estresse oxidativo e peroxidação lipídica...................................................... 17 

2.6 Centrifugação em gradiente de densidade...................................................... 19 

3. OBJETIVOS.................................................................................................. 24 

4. Referências………………………………………………………………….. 26 

 

   

   

   

 CAPÍTULO 1   

 ARTIGO 1.  GRADIENTE DE DENSIDADE COLOIDAL EQUIPURE™ 

UTILIZADO PRÉ E PÓS CRIOPRESERVAÇÃO DE SÊMEN EQUINO 

 

 

 

1. Introdução.………………………………………………………………….. 36 

2. Materiais e Métodos …………………...………………………………….... 38 

3. Resultados ……………………………………………………….................. 44 

4. Discussão …………………………………………………………………... 47 

5. Conclusão ………………………………………………………………...... 52 

 

 

 

 

 



vii 

 

 

 

 

 

 

PEREIRA, R.R. GRADIENTE DE DENSIDADE COLOIDAL EQUIPURE™ 
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de Medicina Veterinária e Zootecnia, Botucatu. 

 

RESUMO 

O objetivo do trabalho foi verificar a qualidade espermática após utilização de um 

protocolo modificado de EquiPureTM antes e depois da criopreservação do sêmen equino. 

Experimento 1, foram utilizadas coletas de 15 garanhões (n=26). Quatro grupos 

experimentais foram formados: Controle (centrifugação convencional); EG 

(centrifugação com EquiPureTM antes do congelamento); CT+EG (centrifugação com 

EquiPureTM após o sêmen ser descongelado); EG+EG (centrifugação com EquiPureTM 

antes e depois do sêmen ser congelado).  No experimento 2 foram realizados testes de 

fertilidade com os grupos experimentais: controle (centrifugação convencional); EG 

(centrifugação com EquiPureTM antes do congelamento); CT+EG (centrifugação com 
EquiPureTM após o sêmen ser descongelado); EG+EG (centrifugação com EquiPureTM 

antes e depois do sêmen ser congelado) utilizando quatro ciclos de 8 éguas (n=32) e um 

garanhão considerado “Bad freezing”. As inseminações foram feitas após a ovulação, 

mediante deposição profunda do sêmen no corno uterino ipsilateral ao lado da ovulação. 

Para as inseminações oito palhetas foram descongeladas em banho maria a 37°C por 30 

segundos com uma concentração de 100 milhões de espermatozoides por palhetas. Os 

grupos CT e EG tiveram uma dose fixa de 800 milhões de espermatozoides. A dose 

inseminante dos grupos CT+EG e EG+EG foram dependentes da recuperação 

espermática pós-centrifugação (v:v) pós descongelamento com EquiPureTM.  Os 

parâmetros espermáticos analisados foram a cinética espermática (motilidade total, 

progressiva e espermatozoides rápidos) pela análise computadorizada do movimento 

espermático e estabilidade da membrana plasmática, geração de O2- mitocondrial, 

potencial mitocondrial e peroxidação lipídica por citometria de fluxo. As análises 

espermáticas dos grupos Controle e EG foram analisadas imediatamente após 

descongelação 37ºC por 30 segundos (M0). Os grupos CT+EG e EG+EG foram 

analisados logo após o procedimento de centrifugação (M0). Todos os grupos foram 

analisados pós-incubação a 37ºC por 60 minutos (M60). No M0 (P<0,05) o grupo EG+EG 

aumentou a motilidade total, motilidade progressiva, rápidos, potencial de membrana 

mitocondrial e estabilidade da membrana plasmática comparada com os outros grupos 

avaliados; O grupo CT+EG aumentou os parâmetros de rápidos, estabilidade da 

membrana plasmática, potencial de membrana mitocondrial e diminuiu a produção de 

ânion superóxido, em relação aos grupos controle e EG. Pós-incubação a 37ºC por 60 

minutos (M60) o grupo EG+EG aumentou os parâmetros de motilidade total e motilidade 

progressiva, rápidos, alto potencial de membrana mitocondrial, e diminui a produção de 

O2- comparado com outros grupos. O grupo EG teve diferença do grupo controle na 

motilidade progressiva e espermatozoides rápidos. O grupo CT+EG diferiu do controle 

na motilidade total e progressiva, rápidos e peroxidação lipídica. O grupo CT+EG diferiu 
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do EG na motilidade progressiva e espermatozoides rápidos. Controle, EG e CT+EG não 

diferiram com relação ao alto potencial de membrana mitocondrial e produção de O2-. Os 

grupos não diferiram na estabilidade da membrana plasmática. As taxas de recuperação 

dos espermatozoides foram menores nos grupos CT+EG e EG+EG (34,9±2,2; 30,1±1,5, 

respectivamente). A taxa de fertilidade por ciclo foi maior no grupo EG+EG (62,5%, 5/8) 

quando comparada aos demais grupos CT, EG, CT+EG (25% 2/8; 25% 2/8; 25% 2/8, 

respectivamente) os outros grupos testados não tiveram diferença. Concluiu-se, que a 

utilização de EquiPureTM aumenta a cinética espermática pós-descongelamento do sêmen 

equino, e que selecionar os espermatozoides antes da criopreservação e pós-

descongelamento pode aumentar a taxa de prenhez de garanhão considerado “bad 

freezing”.  

Palavras-chave: congelamento, EquiPureTM, garanhão, sêmen. 
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PEREIRA, R.R. EQUIPURE™ COLLOIDAL DENSITY GRADIENT USED PRE AND 

POST CRYOPRESERVATION OF EQUINE SEMEN. Botucatu – SP. 2023. 60p. Tese 

(Doutorado) – São Paulo State University (Unesp), School of Veterinary Medicine and 

Animal Science, Botucatu. 

ABSTRACT 

 

The aim of this study was to verify sperm quality after using a modified EquiPureTM 

protocol before and after cryopreservation of equine semen. In Experiment 1, samples 

from 15 stallions (n=26) were used. Four experimental groups were formed: control 

(conventional centrifugation); EG (centrifugation with EquiPureTM before freezing); 

CT+EG (centrifugation with EquiPureTM after semen is thawed); and EG+EG 

(centrifugation with EquiPureTM before and after semen is frozen). In experiment 2, 

fertility tests were performed with the following experimental groups: control 

(conventional centrifugation); EG (centrifugation with EquiPureTM before freezing); 

CT+EG (centrifugation with EquiPureTM after semen is thawed); EG+EG (centrifugation 

with EquiPureTM before and after the semen is frozen) using four cycles of 8 mares (n=32) 

and one stallion considered “Bad freezing”. The inseminations were performed after 

ovulation through deep deposition of semen in the ipsilateral uterine horn next to 

ovulation. For the inseminations, eight straws were thawed in a water bath at 37°C for 30 

seconds with a concentration of 100 million spermatozoa per straw. The CT and EG 

groups had a fixed dose of 800 million sperm. The insemination doses of the CT+EG and 

EG+EG groups were dependent on post-centrifugation sperm recovery (v:v) after thawing 

with EquiPureTM. The sperm parameters analyzed were sperm kinetics (total, progressive, 

and fast motility) by computerized analysis of sperm movement and plasma membrane 

stability, mitochondrial O2- generation, mitochondrial potential, and lipid peroxidation 

by flow cytometry. Sperm from the control and EG groups were analyzed immediately 

after thawing at 37ºC for 30 seconds (M0). The CT+EG and EG+EG groups were 

analyzed right after the centrifugation procedure (M0). All groups were analyzed after 

incubation at 37ºC for 60 minutes (M60). At M0 (P<0.05) the EG+EG group increased 

total motility, progressive motility, rapids, mitochondrial membrane potential, and 

plasma membrane stability compared to the other evaluated groups. The CT+EG group 

increased the parameters of rapids, plasma membrane stability, mitochondrial membrane 

potential, and decreased superoxide anion production in relation to the control and EG 

groups. Post-incubation at 37ºC for 60 minutes (M60) the EG+EG group increased the 

parameters of total motility and progressive motility, had rapid, high mitochondrial 

membrane potential, and decreased O2- production compared to other groups. The EG 

group differed from the control group in terms of progressive motility and fast 

spermatozoa. The CT+EG group differed from the control in total and progressive 

motility, rapids, and lipid peroxidation. The CT+EG group differed from the EG in 
progressive motility and fast spermatozoa. Control, EG, and CT+EG did not differ with 

respect to high mitochondrial membrane potential and O2- production. The groups did 

not differ in plasma membrane stability. Sperm retrieval rates were lower in the CT+EG 

and EG+EG groups (34.9±2.2; 30.1±1.5, respectively). The fertility rate per cycle was 

higher in the EG+EG group (62.5%, 5/8) when compared to the other CT, EG, CT+EG 

groups (25% 2/8; 25% 2/8; 25% 2/8, respectively); the other groups tested showed no 

difference. It was concluded that the use of EquiPureTM increases the post-thawing sperm 
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quality parameters of equine semen and that selecting spermatozoa before 

cryopreservation and post-thawing can increase the pregnancy rate of stallions considered 

“bad freezing”. 

 

 

Keywords: EquiPureTM, freezing, semen, stallion.  

 

 



10 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

   A criopreservação do sêmen equino permite a conservação do material genético 

por tempo indeterminado, a utilização deste em situações de infertilidade adquirida, óbito 

do garanhão e facilita o comércio nacional e internacional do mesmo. Contudo, durante 

o processo de congelação/descongelação as células espermáticas são expostas a condições 

extremamente desfavoráveis, afetando a motilidade, potencial de membrana 

mitocondrial, o status da membrana celular e a integridade do DNA, reduzindo a 

qualidade espermática, inibindo o transporte no sistema genital feminino, alterando o 

momento da fertilização e, finalmente, afetando o desenvolvimento embrionário 

(BAUMBER et al., 2003; NEILD et al., 2005; BATTUT et al., 2017).  

   Outro ponto crítico decorrente do processo de criopreservação do sêmen está 

relacionado ao aumento na produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), sendo a 

mitocôndria a principal fonte geradora destas substâncias, através da cadeia de transporte 

de elétrons (PEÑA et al., 2015).  As mitocôndrias são extremamente sensíveis ao 

processo de congelamento/descongelamento, com seu comprometimento funcional 

resultante do aumento na geração de ROS (ORTEGA FERRUSOLA et al., 2009; PEÑA 

et al., 2015). Tal fato seria a principal causa do estresse oxidativo nas membranas 

espermáticas, associado ao esgotamento do sistema de defesa antioxidante, pela remoção 

do plasma seminal, o que leva a uma redução na fertilidade (AITKEN et al., 2014). 

    Para a maximização da performance reprodutiva em garanhões, busca-se, cada 

vez mais, a melhoria da qualidade dos processos de criopreservação. Estudos já 

adicionaram antioxidantes no sêmen equino para melhorar a defesa antioxidante 

(NOGUEIRA et al., 2015; CARNEIRO et al, 2018; NOGUEIRA et al., 2022). Agentes 

crioprotetores foram testados para melhorar a proteção contra o choque osmótico e 

preservação das organelas celulares (ALVARENGA et al., 2005; SIEME et al., 2016). 

Há também a utilização de gradientes de densidade coloidal antes do congelamento ou 

pós descongelamento selecionando os espermatozoides morfologicamente normais e com 

motilidade, melhorando assim a qualidade espermática (PAPA et al., 2012; 

ALVARENGA et al., 2016; FREITAS-DELL’AQUA et al., 2018). 
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O EquiPureTM é uma solução coloidal de partículas de sílica revestidas com silano 

um gradiente de densidade de camada única espécie-específico para equinos 

(MACPHERSON et al., 2002), quando utilizado antes do processo de criopreservação e 

pós-descongelamento aumentou a motilidade progressiva e total, integridade de 

membrana plasmática, diminui a produção de O2- e elevou o potencial de membrana 

mitocondrial (FREITAS-DELL’AQUA et al., 2018; CERNY et al., 2012). A utilização 

deste gradiente de densidade apresentou melhores resultados quando foi utilizado após o 

descongelamento (MANCILL et al., 2010) no entanto não interferiu na fertilidade 

(CERNY et al., 2012).  

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Espermatozoide equino 

   Os espermatozoides são células altamente especializadas, desempenhando um 

papel fundamental para a fertilização e carregando o DNA paterno. Ocorre um intenso 

deslocamento do espermatozoide desde a sua deposição no útero até o local de fertilização 

no oviduto, esta célula deve ser capaz de se movimentar e passar pelo processo de 

capacitação espermática a fim de fertilizar o oócito (FLESCH e GADELLA, 2000).  

   O processo de espermatogênese requer remodelação extensiva de uma célula 

esférica convencional para se tornar uma célula morfologicamente distinta. Durante essa 

transformação, a cromatina no interior do núcleo do espermatozoide é altamente 

condensada, com volume cerca de 10% menor do que o de uma célula somática (FLESCH 

e GADELLA, 2000). Para adquirir esse nível de compactação, as histonas são 

substituídas por protaminas e o complexo DNA-protamina é enrolado numa forma 

helicoidal. Esse modelo fornece proteção adicional contra os efeitos de fatores 

genotóxicos (fragmentação de DNA) e confere conformação ideal à célula para executar 

sua função, facilitando a motilidade e penetração na zona pelúcida (BRAUN, 2001; 

MILLER et al., 2010).  

   O acrossoma espermático recobre dois terços do núcleo em sua porção apical, 

estrutura vesicular derivada do complexo de Golgi, rica em enzimas hidrolíticas, 

proteases e receptores para executar a interação com o oócito, possibilitando a fertilização 

(FLESCH e GADELLA, 2000; HERMO et al., 2010). A vulnerabilidade dos 
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espermatozoides ao estresse oxidativo é, em grande parte, consequência de sua estrutura 

anatômica e composição bioquímica altamente especializadas. Além disso, ao contrário 

da maioria das células somáticas que tem um espaço citoplasmático abundante para 

abrigar suas enzimas antioxidantes, o citoplasma da célula espermática é limitado, sendo 

sua porção mais abundante na peça intermediária (AITKEN et al., 2014).  

    Em relação aos constituintes das membranas celulares, estas células contêm em 

média 14% de lipídios, sendo 59,0% de fosfolipídios, 13% de colesterol, 9,0% de 

diglicerídeos, 8,0% de triglicerídeos e 11,0% de ésteres. Parks e Lynch (1992) verificaram 

que a relação colesterol:fosfolipídeos é de 0,36 em espermatozoides de garanhão. Esta 

relação é mais alta em espermatozoides de bovinos (0,45).  Quanto maior a proporção 

colesterol:fosfolipídeos mais resistente é a membrana plasmática às mudanças de 

temperatura (AMANN e PICKETT, 1987). O colesterol, dentre os lipídios neutros, é o 

que apresenta o teor de maior variabilidade entre espécies e entre ejaculados de um 

mesmo indivíduo, podendo variar de 13 a 37% do total de lipídeos. Sua função é 

estabilizar os fosfolipídios, mantendo a membrana em um estado de fluidez compatível 

com a sobrevivência da célula espermática (KOMAREK et al., 1965; GADELLA et al., 

2001; ARAÚJO et al., 2017).  

   Os espermatozoides de equinos apresentam quantidades elevadas de ácidos graxos 

poli-insaturados (PUFAS) nas membranas.  Os ácidos graxos insaturados em 

concentração mais elevada são ácidos araquidônicos (18%), ácido docosapentanóico 

(17%), ácido oleico (5%) e ácido docosahexaenóico (8%). A alta proporção de ácidos 

graxos insaturados gera uma vulnerabilidade dos espermatozoides aos efeitos de ROS. 

As PUFAS tornam os espermatozoides mais sensíveis ao estresse oxidativo, pois as 

ligações carbono hidrogênio adjacentes às ligações duplas são mais instáveis e 

susceptíveis ao sequestro de hidrogênio pelas ROS (AITKEN et al., 2014). Resultados de 

estudos com garanhões indicam que existem associações funcionais entre o conteúdo de 

PUFA ácido docosahexaenóico e a qualidade espermática (BRINSKO et al., 

2005 , SCHMID-LAUSIGK e AURICH, 2014 ) 

   Mudanças sazonais na composição de ácidos graxos dos espermatozoides foram 

relatadas em garanhões. O conteúdo de PUFA no espermatozoide aumentou da estação 

não reprodutiva para a estação reprodutiva e isso foi associado a uma menor relação ácido 

docosahexaenóico / ácido docosapentanóico ( AURICH et al., 2018 ). Tais mudanças na 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/stallion
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378432021001998?via%3Dihub#bib28
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378432021001998?via%3Dihub#bib28
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378432021001998?via%3Dihub#bib142
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378432021001998?via%3Dihub#bib17
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composição lipídica da membrana plasmática podem explicar as diferenças sazonais na 

resistência ao resfriamento e congelamento (GAUTIER e AURICH, 2022)  

   A qualidade espermática do sêmen equino é afetada pelo tipo de coleta realizada, 

equinos coletados com éguas no cio demonstram um maior volume e motilidade e redução 

da degeneração oxidativa das membranas celulares do que quando coletados com éguas 

no diestro (JEANNERAT et al., 2017). 

2.2 Metabolismo energético 

   Como nas células somáticas, as vias metabólicas comumente utilizadas pelos 

espermatozoides para produzir ATP são a glicólise e a fosforilação oxidativa (OXPHOS). 

As enzimas necessárias para a glicólise estão, principalmente, associadas à bainha fibrosa 

localizada na parte principal da cauda. Por outro lado, OXPHOS ocorre nas cristas 

mitocondriais, sendo um método significativamente mais eficiente de produção de ATP 

do que a glicólise (FERRUSOLA et al., 2010). Apesar disso, os espermatozoides de 

espécies como humanos e roedores dependem, predominantemente, da glicólise para a 

produção de ATP (STOREY, 2008). Apesar da presença bem caracterizada de proteínas 

transportadoras de glicose (GLUTs) no espermatozoide equino, tornou-se evidente que 

os espermatozoides de garanhão diferem das outras espécies, pois suas principais 

demandas de energia são atendidas não pelas vias glicolíticas, mas pela OXPHOS e, na 

presença de inibidores mitocondriais, eles sofrem um rápido declínio no conteúdo de 

ATP. Essa dependência resulta em uma relação inversamente proporcional entre a 

produção de ROS e a fertilidade no garanhão (GIBB et al., 2014).  

   Grandes moléculas polares, como a glicose, não podem se difundir através das 

membranas, e seu transporte é facilitado pelas proteínas transportadoras de glicose 

(GLUTs), as quais são classificadas de acordo com sua capacidade relativa de transportar 

hexoses (como glicose, manitol e frutose), amino-açúcares ou vitaminas. Desde a 

descoberta do transportador de glicose GLUT1, muitas GLUTs adicionais foram 

caracterizadas. Nos espermatozoides da maioria das espécies, a distribuição de GLUTs 

muda junto com o status de capacitação da célula (ou seja, entre estados não capacitados 

e capacitados), para fornecer energia nos locais que requerem modificações na membrana 

ou hiperativação da motilidade (BUCCI et al., 2010; BUCCI et al., 2011). Por outro lado, 

a distribuição de GLUTs nos espermatozoides do garanhão não muda com o status de 
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capacitação da célula, indicando que, em espécies que dependem prioritariamente de 

OXPHOS, a glicólise não é necessária para apoiar a produção de ATP para capacitação e 

reação do acrossoma (BUCCI et al., 2010).  

   Os componentes da cadeia transportadora de elétrons estão localizados na 

membrana interna das mitocôndrias. A OXPHOS é a via comum pela qual os elétrons de 

diferentes combustíveis do organismo fluem para o oxigênio (CHAMPE et al., 2006). A 

cadeia respiratória é organizada em cinco complexos supramoleculares, sendo que, ao 

final, o oxigênio (O2) é reduzido, gerando água (H2O). O complexo I catalisa a 

transferência de elétrons para a ubiquinona a partir de dois doadores de elétrons 

diferentes: nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido (NADH, complexo I) e 

flavinaadenina dinucleotídeo (FADH2), os quais são oriundos do ciclo de Krebs e da 

glicólise (FERRAMOSCA E ZARA, 2014). O complexo III carreia elétrons da 

ubiquinona reduzida para o citocromo c, e o complexo IV transfere elétrons do citocromo 

c para o O2 (ARAÚJO et al., 2017). Neste processo, prótons (H+) bombeados para o 

espaço entre as membranas geram um gradiente químico e elétrico que possibilita o fluxo 

inverso dos prótons pela ATP sintetase (complexo V), com a resultante formação de ATP 

(NELSON e COX, 2014).  

   A produção mitocondrial de radicais superóxido ocorre, principalmente, em dois 

pontos da cadeia transportadora de elétrons, no complexo I (NADH: coenzima Q 

redutase) e no complexo III (ubiquinol: citocromo c redutase). No entanto, dentre os dois 

pontos, o complexo III é o principal local de produção de ROS. Elétrons dos complexos 

desidrogenases I ou II são transferidos à coenzima Q (ubiquinona). A forma reduzida 

resultante (QH2), sofre duas reduções sequenciais de um elétron (o ciclo Q) usando 

formas de citocromo b oxidada e reduzida e citocromo c. O intermediário instável no ciclo 

Q pode conduzir à formação de superóxido por transferência direta de elétrons para o 

oxigênio molecular. A geração de ânion superóxido é não enzimática e, portanto, quanto 

maior a taxa de metabolismo, maior será a produção de ROS (ARAÚJO et al., 2017; 

FINKEL e HOLBROOK, 2000).  

A alta produção de ROS pelo espermatozoide equino é um cenário 

fisiologicamente normal causado por vazamento de superóxido da cadeia de transporte 

de elétrons mitocondriais durante a OXPHOS, levando ao aumento das taxas de 

peroxidação lipídica e, após armazenamento prolongado, perda da cinética espermática e 
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danos morfofuncionais da estrutura espermática (GIBB et al., 2014). Esse fenômeno 

introduz uma série de implicações para o armazenamento dos espermatozoides de 

garanhões, uma vez que a geração prolongada de ROS na ausência de radicais 

extracelulares e sequestradores de aldeídos lipídicos leva a danos oxidativos irreversíveis, 

prejudicando a integridade do DNA e a funcionalidade dos espermatozoides (AITKEN et 

al., 2014). As mitocôndrias foram identificadas como uma das estruturas dos 

espermatozoides mais sensíveis para criopreservação (ORTEGA FERRUSOLA et al., 

2009; PEÑA et al., 2015). 

  

2.3 Espécies reativas de oxigênio (ROS) 

   As ROS são produzidas por meio de reações metabólicas normais e desempenham 

papéis em múltiplos processos, como apoptose e sinalização celular. Algumas das ROS 

se enquadram na categoria de radicais livres, definidos por átomos ou moléculas que tem 

um ou mais elétrons desemparelhados em sua última camada (NORDBERG e ARNÉR, 

2001). As ROS reagem com qualquer componente bioquímico da célula, particularmente 

lipídios nas membranas celulares. Os espermatozoides, como as células somáticas, têm a 

capacidade de gerar e degradar ROS que, em equilíbrio com antioxidantes, são 

importantes para que a célula realize suas funções fisiológicas. Desempenham, também, 

um papel importante na função normal dos espermatozoides, incluindo a hiperativação 

da motilidade, a quimiotaxia, a capacitação e a reação acrossômica (GIBB et al., 2014).  

   A principal ROS produzida é o ânion superóxido (O2-), formado após o oxigênio 

ser reduzido na presença de um elétron livre (e-). O ânion superóxido está presente, 

principalmente, em ambientes aeróbicos ricos em elétrons, na membrana mitocondrial e 

através da cadeia respiratória (MAIA e BICUDO, 2009). Na presença de superóxido 

dismutase (SOD) ou pela desmutação espontânea forma-se o peróxido de hidrogênio 

(H2O2) (BALL, 2011). O H2O2 penetra facilmente em membranas biológicas, 

desempenhando um papel formador de radical como um intermediário na produção de 

moléculas de ROS mais reativas como o radical hidroxila (OH-), por meio de oxidação 

de metais de transição (BALL, 2008). O radical hidroxila (OH-) é o radical livre com 

maior capacidade de danos à célula espermática, formado a partir da reação de Fenton, 

em que o peróxido de hidrogênio sofre uma reação catalisada por íons metálicos (Fe2+ 

ou Cu+): H2O2+ Cu+ / Fe+ → OH-+OH-+ Cu2+Fe3+ (NORDBERG e ARNÉR, 2001). 
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Este radical é considerado o mais deletério para a célula espermática, pois reage 

rapidamente com metais ou outros radicais no sítio onde foi produzido, promovendo 

danos ao DNA e oxidação de ácidos graxos de membranas celulares (SIKKA, 2001) 

2.4 Estresse oxidativo e peroxidação lipídica  

   O estresse oxidativo é um desequilíbrio entre as ROS e as defesas antioxidantes 

das células. Este desequilíbrio na produção ou degradação das ROS pode ter efeitos 

adversos nos espermatozoides (NORDBERG e ARNÉR, 2001). Durante o 

armazenamento pela criopreservação o estresse oxidativo é ainda maior, pois grande parte 

do plasma seminal é removido do sêmen, onde está a maioria das enzimas antioxidantes 

(BALL, 2008; LOOMIS, 2006). No decorrer do procedimento de refrigeração, há um 

aumento na concentração de cálcio intracelular e uma geração aumentada de ROS. Há 

também uma elevação nos níveis de osmolaridade, estimulando um aumento dependente 

de ROS na fosforilação da tirosina, podendo levar à capacitação prematura dos 

espermatozoides (NORDBERG e ARNÉR, 2001) 

   Nas cristas mitocondriais ocorre o metabolismo oxidativo que resulta na doação 

de elétrons para a molécula de oxigênio, gerando ânion superóxido, que rapidamente se 

desloca para o H2O2 sob a ação da superóxido dismutase (SOD). Qualquer impedimento 

ao fluxo de elétrons ao longo da membrana mitocondrial interna, desencadeará geração 

de ânion superóxido por essas organelas da célula espermática (PEÑA et al., 2009). 

Embora os espermatozoides defeituosos tenham, frequentemente, perdido seu potencial 

de membrana mitocondrial, a despolarização nessas organelas não desencadeia, por si só, 

uma explosão de geração de ROS mitocondriais. Contudo, a perda de potencial 

mitocondrial, em casos de função espermática defeituosa, pode ser uma consequência e 

não uma causa de estresse oxidativo dentro dessas células. A redução da motilidade 

espermática associada às ROS ocorre na ausência de qualquer diminuição detectável na 

integridade da membrana plasmática, integridade acrossomal ou potencial de membrana 

mitocondrial. Portanto, a motilidade dos espermatozoides é um indicador sensível do 

estresse oxidativo e pode ser um dos primeiros parâmetros afetados durante o estresse 

oxidativo (PEÑA et al., 2015). 

    O processo das reações em cadeia de peroxidação lipídica é facilitado pelas 

duplas ligações presentes nos ácidos graxos insaturados. Os espermatozoides são 
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particularmente susceptíveis ao ataque oxidativo, porque sua membrana plasmática é rica 

em PUFAS, para fornecer a fluidez de membrana necessária para os eventos de fusão 

associados à fertilização, especialmente a reação do acrossoma e a fusão de 

espermatozoides-oócitos (AITKEN et al., 2014). O impacto da peroxidação lipídica na 

função espermática é claramente refletido pela perda de motilidade. De fato, a relação 

entre peroxidação lipídica e motilidade é evidente quando ocorre um aumento na 

motilidade espermática depois de serem expostos aos antioxidantes como melatonina, 

carnitina e α-tocoferol (NOGUEIRA et al., 2015; CARNEIRO et al, 2018; NOGUEIRA 

et al., 2022).  

   Proteínas do DNA funcionalmente importantes também estão sujeitas à 

modificação por aldeídos, como o 4-hidroxinonenal (4HNE), gerado em consequência do 

processo peroxidativo. As proteínas adicionadas pelo 4HNE incluem elementos da cadeia 

mitocondrial de transporte de elétrons, como a desidrogenase do ácido succínico 

(AITKEN et al.,1995). O resultado desse ataque eletrolítico é estimular a produção de 

ROS nas mitocôndrias em um ciclo de peroxidação lipídica autoperpetuante que, em 

última instância, desencadeia a via apoptótica intrínseca, levando a uma rápida perda de 

motilidade e apoptose celular. Um dos principais pontos de diferença entre a apoptose em 

espermatozoides e células somáticas é que, na célula espermática, o DNA nuclear está 

localizado na cabeça, separado da mitocôndria e da maior parte do citoplasma. Como 

resultado, as nucleases ativadas e liberadas na peça intermediária durante a apoptose não 

acessam o DNA na cabeça do espermatozoide para clivá-lo. No entanto, as ROS geradas 

durante a apoptose podem facilmente obter acesso ao núcleo do espermatozoide e gerar 

uma base oxidativa, tipicamente 8-hidroxi, 2'-desoxiguanosina (8OHdG), que são 

convertidos em locais básicos por 8-oxoguanina glicosilase (OGG1), a única enzima da 

via de reparo de excisão de base existente nos espermatozoides (AITKEN et al., 2014).  

   Uma vez iniciado o estresse oxidativo, aldeídos como o 4- hidroxinonenal ou a 

acroleína, gerados como consequência da peroxidação lipídica, desencadeiam uma 

geração adicional de ROS pelas mitocôndrias do espermatozoide e aceleram o início de 

um processo apoptótico intrínseco, que inevitavelmente, leva à morte celular 

(MOAZAMIAN et al., 2015). A peroxidação lipídica de ácidos graxos insaturados na 

membrana plasmática do espermatozoide interrompe todas as funções dependentes da 

membrana nessas células, incluindo motilidade e fusão de espermatozoides-oócito. Além 



18 

 

 

 

disso, o estresse oxidativo pode danificar a integridade do DNA no núcleo espermático e 

nas mitocôndrias. Esse dano pode ser aumentado por erros de espermiogênese, levando à 

remodelação da cromatina prejudicada durante os estágios finais da diferenciação 

espermática e à fraca protaminação da cromatina. A presença de dano ao DNA nos 

espermatozoides também está associada às falhas na fertilização e desenvolvimento 

embrionário anormal (AITKEN e CURRY, 2011). 

2.5 Criopreservação do sêmen equino 

   Histórica e culturalmente, cavalos são selecionados para reprodução com base no 

pedigree e desempenho atlético, e não por características reprodutivas (GIBB e AITKEN, 

2016), o que pode resultar em animais com baixa qualidade seminal e/ou pouca tolerância 

criopreservação. De fato, a criopreservação do sêmen causa diferentes tipos de danos aos 

espermatozoides, e são decorrentes do choque térmico ao frio, choque osmótico e estresse 

oxidativo (BAUMBER et al., 2003; BURNAUGH et al., 2010). Tais lesões resultam em 

lipoperoxidação, pela produção excessiva de ROS, disfunção mitocondrial, depleção do 

sistema de reserva intracelular de ATP, lesões irreversíveis nas membranas plasmática e 

acrossomal e queda acentuada da motilidade espermática (DARR et al., 2016, PEÑA et 

al., 2009) 

   O espermatozoide do garanhão tem alto grau de variabilidade individual com 

relação a sua qualidade após congelamento/descongelamento e taxas de prenhez 

(VIDAMENT et al. 1997; LOOMIS e GRAHAM, 2008). Diferenças na estabilidade do 

espermatozoide em relação ao processamento de criopreservação podem estar 

relacionadas à variação nas propriedades da membrana espermática, incluindo 

composição de fosfolipídios, teor de colesterol, bem como permeabilidade da membrana 

e limites de tolerância osmótica (HAMMERSTEDT et al. 1990; PARKS E LYNCH 

1992; SIEME et al. 2008). 

  Os diluentes de congelamento contêm sais, tampão, açúcares, proteínas, gema de ovo 

e normalmente, e agentes crioprotetores como glicerol, amidas, etilenoglicol, DMSO, que 

por serem permeáveis proporcionam a proteção intracelular (AMANN E PICKETT, 

1987; SIEME et al., 2016). Agentes crioprotetores podem ser classificados como 

permeáveis ou intracelulares e impermeáveis ou extracelulares. Os permeáveis atuam 

através de sua capacidade de se ligar à água ou às suas propriedades coligativas, e 
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atravessam a membrana plasmática (MP), modulando a taxa e o conteúdo da desidratação 

celular, durante a transição de fase da membrana plasmática induzida pela congelação 

(ALVARENGA et al., 2005). Os crioprotetores não permeáveis são caracterizados por 

pequenas moléculas osmoticamente ativas e macromoléculas osmoticamente inativas 

(SIEME et al., 2016), e protegem os espermatozoides, através da criação de um ambiente 

extracelular hipertônico, que induz o movimento da água para fora das células, 

desidratando-as e reduzindo as chances de formação de cristais de gelo no meio 

intracelular (ALVARENGA et al., 2016). 

   A refrigeração, etapa do processo de criopreservação, altera estruturas e 

conformação de biomoléculas da MP e, quando não realizada adequadamente, resulta em 

lesões na membrana, com consequente queda de motilidade e fertilidade (SQUIRES et 

al., 1999). Em relação à taxa de refrigeração, Kayser et al. (1992) relataram que o sêmen 

equino pode ser refrigerado rapidamente de 37 a 20ºC, mas, entre 20 a 5ºC, deve-se 

obedecer a uma curva lenta de refrigeração, menor que -0,1ºC/min. De fato, nesta faixa 

de temperatura, ocorre a transição de fase dos lipídeos da MP, que passam do estado 

líquido cristalino para gel (SQUIRES et al., 1999), e uma curva de refrigeração lenta neste 

período pode reduzir os danos causados à MP, relacionados ao choque térmico pelo frio. 

Squires et al. (1999) indicam que esta fase crítica ocorre entre 19 e 8ºC, momento em que 

a taxa de refrigeração deve ser de -0,05ºC/min, desta forma favorecendo a reorganização 

dos lipídeos da MP. 

   Durante a congelação, o espermatozoide é exposto a temperaturas abaixo de 0ºC, 

quando se inicia a formação extracelular de cristais de gelo, gerando um aumento na 

concentração de sais neste ambiente (AMANN E PICKETT, 1987), o que resulta em 

ambiente hipertônico para a célula espermática. Tal fato, leva à desidratação espermática, 

na tentativa de manter o equilíbrio na concentração de solutos entre os meios intra e 

extracelulares (SIEME et al., 2015). A taxa de desidratação varia conforme a velocidade 

da refrigeração, sendo a lenta considerada a ideal, evitando que se formem, em excesso, 

cristais de gelo no meio intracelular, o que levaria à morte celular. Já na descongelação, 

ocorre o processo inverso, o espermatozoide é exposto a condições hipotônicas, 

resultando em absorção de água e edema da célula (AMANN E PICKETT, 1987; SIEME 

et al., 2015; SIEME et al., 2016).  
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   Segundo PEÑA et al. (2015), a mitocôndria é mais sensível ao choque osmótico 

do que a MP. Ao longo do processo de criopreservação do sêmen, ocorre aumento na 

produção de ROS, sendo a mitocôndria a principal fonte geradora destas substâncias, 

através da cadeia de transporte de elétrons (PEÑA et al., 2009). O espermatozoide 

criopreservado apresenta uma apoptose celular prematura, e estudos apontam que as 

mitocôndrias são extremamente sensíveis ao processo, e seu comprometimento funcional 

resulta em aumento na geração de ROS (ORTEGA FERRUSOLA et al., 2009; PEÑA et 

al., 2015). Tal fato seria a principal causa do estresse oxidativo nas membranas 

espermáticas, associado ao esgotamento do sistema antioxidante de defesa, pela remoção 

de grande parte do plasma seminal, o que leva a uma redução na fertilidade (BAUMBER 

et al., 2003). 

Outro ponto crítico da utilização do sêmen congelado é definir a dose inseminante. 

As características desejáveis de acordo com o Colégio Brasileiro de reprodução animal 

(CBRA, 2013) para a dose inseminante de sêmen congelado é de uma motilidade 

espermática maior ou igual a 30% com vigor maior ou igual a 3 e que tenha uma 

concentração de 400 milhões de espermatozoides móveis. 

 

Alguns garanhões conseguem obter taxas de prenhez satisfatórias com doses 

baixas de sêmen congelado, enquanto que garanhões considerados subférteis precisam de 

uma concentração maior de espermatozoides (PICKETT e SQUIRES, 1987; BRINSKO, 

2006). Isso pode ser devido a um conjunto de fatores como: o tipo de égua utilizada, a 

qualidade do sêmen utilizado (GOVAERE et al., 2014), e as características individuais 

do sêmen do garanhão (BARBACINI et al., 2005; METCALF, 2005; VIDAMENT, 

2005). 

 

Trabalho realizado utilizando vários parâmetros que poderiam afetar a fertilidade 

demonstraram que a dose espermática não teve efeito na fertilidade. Porém, a qualidade 

espermática e a interação entre a técnica de inseminação, parâmetros do sêmen e o efeito 

da égua tiveram efeitos significativos na fertilidade (SIEME et al., 2004).  Outro estudo 

retrospectivo de teses que utilizaram o sêmen congelado considerou os parâmetros de 

dose, motilidade total, motilidade progressiva, espermatozoides com movimentos rápidos 

e ao verificar a relação entre os dados o único parâmetro que foi correlacionado com a 
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fertilidade foi o movimento rápido, ou seja, a dose não influenciou na fertilidade e sim a 

qualidade espermática (dados não publicados).  

 

Outro efeito importante ao considerar a dose inseminante é o tipo de égua que será 

utilizada. Os espermatozoides de equinos induzem a cascata do complemento levando a 

um aumento de C3b e C5a, leucotrienos e prostaglandinas (PG), resultando na 

quimiotaxia de PMNs no útero (KATILA et al., 2022). Quanto maior a dose de 

inseminação do sêmen congelado, maior é o processo inflamatório com uma resposta 

mais intensa e em éguas saudáveis uma resolução mais rápida (CALAZES et al., 2020).   

No entanto, se a égua for susceptível a endometrite persistente pós-cobertura, recomenda-

se a realização com volume menor diminuindo o processo inflamatório (GUVENC et al., 

2005).  Éguas consideradas susceptíveis têm um período uterino prolongado de resposta 

inflamatória com acúmulo excessivo de neutrófilos polimorfonucleres (PMNs) e líquido 

intrauterino no útero até 96 horas ou mais após inseminação, prejudicando a 

sobrevivência embrionária e o estabelecimento da gestação (ZENT et al., 1998; 

CANISSO et al., 2020). A Neutrofilia persistente, acúmulo excessivo de líquido 

intraluminal e produção prolongada de citocinas pró-inflamatórias são todas 

embriotóxicas e levam à diminuição da fertilidade potencial dessas éguas em monta 

natural ou inseminação artificial (ROBERTSON et al., 2018). As éguas inseminadas no 

corno uterino com doses menores de sêmen congelado menores acumularam menos 

líquido intrauterino (GUVENC et al., 2005). A presença de fluido intrauterino reduziu as 

taxas de prenhez com sêmen congelado (WATSON et al., 2001). 

Para aumentar a qualidade espermática e diminuir a dose inseminante, alguns 

trabalhos têm utilizado gradientes de densidade coloidal pré e pós criopreservação com 

resultados positivos (SABATINI et al., 2014). Há também a utilização desta técnica com 

garanhões considerados subférteis melhorando a qualidade espermática do sêmen 

congelado (GUTIÉRREZ-CEPEDA et al., 2023). 

 

 

2.6. Centrifugação em gradiente de densidade 

 A centrifugação por meio de coloide não é uma técnica nova, ela está sendo 

utilizada por aproximadamente 27 anos nos procedimentos com o sêmen equino 

(MEYERS et al., 1995). Os coloides utilizados são a base de partículas de Sílica 

revestidas. As partículas de sílica não penetram nas membranas celulares. Além disso, a 
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sílica coloidal não estressa osmoticamente o espermatozoide; e tem baixa viscosidade 

para não impedir a sedimentação espermática (PERTOFT, 2000). O Percoll é composto 

de sílica revestida com polyvinyl-pyrrolidone (PVP). Anteriormente o Percoll foi 

utilizado misturando soluções salinas como o tirodes com lactato, albumina, e piruvato 

para alcançar diferentes densidades (HOOGEWIJS et al., 2011).  No entanto, algumas 

soluções de percoll apresentaram endotoxinas nocivas à célula espermática, limitando o 

uso da centrifugação em gradiente de densidade (MORTIMER, 2000). Em 1990, os 

coloides de sílica revestidos com silano tornaram-se disponíveis com níveis de 

endotoxina mais baixos do que sílica revestida com PVP. Esta substância é estável por 

longos períodos em soluções salinas e podia ser autoclavado se tonando estéril e pronto 

para uso, dando credibilidade ao produto e o tornando comercial (MORTIMER, 2000; 

MORREL, 2006).  

A centrifugação em gradiente de densidade coloidal baseia-se no princípio de que 

as células se movem para o local onde corresponde à sua própria densidade, chamada de 

ponto isopícnico (MORTIMER, 2000).  O espermatozoide tem densidade diferente das 

células epiteliais, leucócitos, bactérias e debris celulares, e, portanto, podem ser separados 

de outros componentes do ejaculado.  Além disso, os espermatozoides morfologicamente 

normais também têm uma densidade ligeiramente maior 1,1g/mL, enquanto um 

espermatozoide imaturo com problemas de morfologia tem uma densidade menor entre 

1,06 e 1,09 g/mL. No final da centrifugação, cada espermatozoide está situado no nível 

de gradiente que corresponde a sua densidade (MALVEZZI et al., 2014). O plasma 

seminal permanece na região superior do gradiente. Os espermatozoides móveis se 

deslocam em direção da força centrífuga e formam um pellet (MORREL, 2006). 

 Durante a centrifugação o plasma seminal é retido no topo do coloide, enquanto 

os espermatozoides morfologicamente normais e com motilidade movem-se para baixo 

através do coloide e formam um pellet (MORREL et al., 2012). Importante adicionar o 

sêmen em cima do coloide em vez de injetar o coloide abaixo do sêmen por duas razões: 

primeiro, colocar o sêmen no fundo do tubo permite que espermatozoides não 

selecionados, bactérias e sujidades revistam o fundo do tubo o que pode contaminar a 

amostra de espermatozoides que foram selecionadas. Segundo a seleção somente será 

eficiente se houver uma nítida interface entre o coloide e o sêmen antes da centrifugação. 

Injetar coloide abaixo do sêmen causa perda de integridade da interface (MORREL et al., 
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2016).  Existem no mercado alguns tipos de gradiente de densidade coloidal como o 

EquipureTM, Androcoll® e RedigradTM mais utilizados na pesquisa científica com sêmen 

equino, no entanto, quando se comparou estes gradientes eles não diferiram entre si na 

qualidade espermática (SABATINI et al., 2014).  Nesta revisão, o foco será o gradiente 

de densidade coloidal EquipureTM. 

EquiPureTM é uma solução coloidal de partículas de sílica revestidas com silano 

um gradiente de densidade de camada única espécie-específico para equinos 

(MACPHERSON et al., 2002). Anteriormente era utilizado em duas camadas top layer 

(camada superior) e bottom layer (camada inferior), os dois componentes de um gradiente 

de densidade construíam duas interfaces de densidade contínua. O bottom layer (camada 

inferior) do EquiPure™ podia também ser usado sem a camada superior para formar uma 

única camada de filtração de densidade. Edmond et al., (2012) compararam a 

centrifugação de duas camadas top layer (camada superior) + bottom Layer (camada 

inferior) gradiente contínuo com a centrifugação de camada única bottom layer gradiente 

descontínuo este apresentou melhores resultados de motilidade total e progressiva, 

diminuiu espermatozoides com defeitos de morfologia e aumentou a taxa de recuperação. 

Estudos realizados anteriormente, relataram valores semelhantes para a taxa de 

recuperação espermática entre os dois métodos de centrifugação, e também valores 

semelhantes para motilidade (MORREL et al., 2009; GUTIÉRREZ-CEPEDA et al., 

2011; FREITAS-DELL’AQUA et al., 2018). O que levou a utilização da preparação que 

está disponível no mercado uma solução estéril pronta para uso que consiste em única 

camada de gradiente de densidade coloidal. 

 

O protocolo padrão recomendado pelo fabricante é que todos os materiais devem 

estar em temperatura ambiente; diluir o ejaculado 1:1; usar uma pipeta estéril para 

transferir EquiPureTM para um tubo de centrifugação baseado no v:v; colocar de forma 

estratificada o sêmen diluído em cima do EquiPureTM; centrifugar a 300 xG por 30 

minutos em temperatura ambiente; remover cuidadosamente o pellet formado no fundo 

do tubo; transferir e ressuspender o pellet em 1 mL de diluidor; diluir na concentração 

espermática desejada. Em sua composição o EquiPureTM utiliza sílica revestida de silano, 

cloreto de sódio, glicose, piruvato de sódio, EDTA, Cloreto de potássio, lactato, HEPES 

e H2O. O HEPES é utilizado para manter o pH da solução. O pH e a osmolaridade das 
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soluções espermáticas devem ser ajustadas para evitar o choque osmótico. Além disso, 

HEPES tem um efeito antioxidante (NIDACON, 2012). 

 

Há variação na literatura das forças de centrifugação, estudos anteriores que 

utilizaram o EquiPureTM para a centrifugação do sêmen antes do congelamento utilizaram 

300 xG por 20 min (TEAGUE et al., 2012), 400 xG por 20 min (PAPA et al., 2012). 

Trabalhos realizados com a centrifugação pós-descongelamento utilizaram 200 xG por 

35 min, 300 xG por 30 min, 400xG por 30 minutos com diferentes taxas de recuperação 

(14%, 22% e 40%, respectivamente) (STOLL et al., 2008; CERNY et al., 2012; PODICO 

et al., 2020). O manual do fabricante recomenda 300g por 30 minutos (NIDACON, 2012). 

Um estudo comparou as forças de centrifugação de 200 g por 30 minutos e 300g por 20 

minutos do EquiPureTM e verificou que a centrifugação de 200g por 30 minutos com 

500x106 espermatozoide/mL melhorou a qualidade espermática e a taxa de recuperação 

dos espermatozoides (TEAGUE et al., 2012). A taxa de recuperação dos espermatozoides 

após a centrifugação com o coloide de camada única é dependente da qualidade do 

ejaculado original e está negativamente correlacionada com a concentração espermática 

(MORREL et al., 2010). 

 

        Os tamanhos de tubo já foram comparados em estudos anteriores com gradientes de 

densidade de camada única. Trabalhos utilizaram tubos 10, 50 e 200 mL, com diferentes 

concentrações. O tubo de 200 mL foi o que teve maior taxa de recuperação (MORREL et 

al., 2009). No entanto, muitas das centrífugas utilizadas na prática clínica não acomodam 

este tipo de tubo. Maiores taxas de recuperação foram detectadas ao centrifugar 1 mL de 

sêmen (contendo 250-500x106 espermatozoides) em tubos de 15 mL, e a menor taxa de 

recuperação foi obtida ao centrifugar 4mL de sêmen (contendo 1-2 x 109 

espermatozoides) em tubos de 15 mL. No entanto, quando utilizaram os tubos de 50mL 

com volume maior que 4 mL ele obteve uma maior taxa de recuperação (60%) do que o 

tubo de 15 mL (50%). Indicando que valores menores que 4 mL tem maiores taxas de 

recuperação espermática quando centrifugados em tubos de 15mL, e volumes maiores 

que 4 mL em tubos de 50mL (EDMOND et al., 2012). Estes estudos basearam-se 

principalmente no manual do fabricante ou na proporção v:v. Equinos que ejaculam por 

exemplo 45 mL precisariam de 90 mL de EquiPureTM o que torna a utilização da técnica 

economicamente restritiva. 
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A qualidade espermática foi aumentada após o sêmen fresco e refrigerado ser 

submetido a centrifugação em gradiente de densidade EquiPureTM (MACPHERSON et 

al., 2002; EDMOND et al., 2008; GUTIÉRREZ-CEPEDA et al., 2011; EDMOND et al., 

2012; MAZIERO et al., 2012; RAMIRES-NETO et al., 2012). Foi utilizado também em 

sêmen fresco e refrigerado de garanhões sensíveis a este procedimento e obteve aumento 

na fertilidade (VARNER et al., 2008; MORREL et al., 2011). Porém, outro estudo não 

demonstrou benefícios na fertilidade pela utilização do EquiPureTM no sêmen fresco e 

refrigerado de garanhão subfértil (MILES et al., 2013).  O EquiPureTM aumentou a taxa 

de recuperação de embrião do sêmen fresco e refrigerado (PAPA et al., 2013). 

 

O EquiPureTM foi utilizado antes do processo de criopreservação e aumentou a 

motilidade progressiva e total, integridade de membrana plasmática, alto potencial de 

membrana mitocondrial e integridade de cromatina (MANCILL et al., 2010; 

GUTIÉRREZ-CEPEDA et al., 2012; PAPA et al., 2012). Garanhões considerados 

subférteis foram submetidos ao processamento com o EquiPureTM antes da 

criopreservação e conseguiram um aumento da qualidade espermática pós-

descongelamento (GUTIÉRREZ-CEPEDA et al., 2023). 

         Trabalhos utilizaram o EquiPureTM pós-descongelamento, e os resultados 

demonstraram que pode ser usado para melhorar a motilidade total e progressiva, 

potencial de membrana mitocondrial, estabilidade da membrana, diminuir defeitos de 

morfologia, diminui a produção de O2-• e aumentou a integridade da cromatina (STOLL 

et al., 2013; CERNY et al., 2012; MANCILL et al., 2011; STOLL et al., 2010; FREITAS-

DELL’AQUA et al., 2018). MANCILL et al, (2011) comparam a utilização do 

EquiPureTM antes ou depois do processo de criopreservação e verificaram melhores 

resultados com a utilização do EquiPureTM após o descongelamento. MORATÓ et al., 

2013 demonstraram um aumento na capacidade de fertilização quando utilizou o 

EquiPureTM pós-descongelamento. No entanto, outros estudos que também utilizaram o 

EquiPureTM pós-descongelamento não tiveram aumento na fertilidade (CERNY et al., 

2011; CERNY et al., 2012).  A centrifugação com gradiente de densidade de camada 

única pode ser usada também para processar e melhorar a qualidade do sêmen 

descongelado com baixo teor de contaminação com urina (PODICO et al., 2020).  
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         O ejaculado contém diferentes tipos de células: espermatozoides com morfologia 

normal e motilidade, espermatozoides com problemas de morfologia, espermatozoides 

mortos, debris celulares, bactérias e pode conter até mesmo vírus (ORTEGA 

FERRUSOLA et al., 2009; PONTHIER et al., 2013; MORREL et al., 2014). Ortega-

Ferrusola et al., (2009) isolaram microrganismos como Staphylococcus spp., 

Micrococcus spp., Streptococcus, Corynebacterium spp., Rhodococcus spp., 

Pseudomonas spp.  e Klebsiella spp. no sêmen de equinos antes e depois do 

congelamento. Após o descongelamento, o crescimento bacteriano foi menor, mas ainda 

foi detectado. Klebsiella spp. foi detectado em garanhão que demonstrou os piores 

resultados pós-descongelamento. Klebsiella spp.  e foi correlacionada positivamente com 

o aumento da permeabilidade da membrana plasmática. Microbiana do ejaculado equino 

pode ser responsável por alguns dos danos subletais após procedimento de congelamento. 

Estudos utilizando a centrifugação de densidade coloidal no sêmen equino removeu em 

90% as bactérias presentes no ejaculado (MORREL et al., 2014). Outros estudos 

demonstraram que a centrifugação de densidade coloidal removeu o vírus da arterite 

equina (MORREL et al., 2006). 

 

3 OBJETIVOS 

3.1. Objetivos gerais 

1)  Avaliação da utilização modificada do gradiente de densidade EquiPureTM antes e 

depois da criopreservação do sêmen de garanhão. 

2) Verificar a taxa de recuperação dos espermatozoides após a centrifugação com 

EquiPureTM. 

3)  Comparar a fertilidade dos tratamentos utilizados em garanhão “bad freezing” 

3.2. Objetivos específicos 

1) Avaliar o efeito da centrifugação em gradiente de densidade EquiPureTM sobre a 

cinética do sêmen criopreservado de garanhões no momento pós-descongelamento (M0) 

e depois de ser submetido a estresse térmico a 37ºC por 60 minutos (M60).  

2) Verificar o potencial de membrana mitocondrial (PMM+), mudanças na 

permeabilidade de membrana plasmática, diminuição da formação de ânion superóxido e 
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peroxidação lipídica no momento pós-descongelamento (M0) e depois de ser submetido 

a estresse térmico a 37ºC por 60 minutos (M60).  
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 16 

RESUMO 17 
  18 

 O objetivo do trabalho foi verificar a qualidade espermática após utilização de um 19 

protocolo modificado de EquiPureTM antes e depois da criopreservação do sêmen equino. 20 

Foram utilizados um total de 26 ejaculados de 15 garanhões (n=26). Experimento 1, 21 

Quatro tratamentos experimentais foram formados: Controle (centrifugação 22 

convencional); EG (centrifugação com EquiPureTM antes do congelamento); CT+EG 23 

(centrifugação com EquiPureTM após o sêmen ser descongelado); EG+EG (centrifugação 24 

com EquiPureTM antes e depois do sêmen ser congelado). No experimento 2 foi realizado 25 

o teste de fertilidade utilizando 8 éguas em cross-over inseminadas com garanhão 26 

considerado “Bad freezing” congelado seguindo os quatro protocolos de cada tratamento 27 

experimental. Para as inseminações oito palhetas de cada tratamento experimental foram 28 

descongeladas em banho maria a 37°C por 30 segundos com uma concentração de 29 

100x106 espermatozoides por palhetas. Os grupos CT e EG tiveram uma dose fixa de 30 

800x106 de espermatozoides. Inseminações foram feitas após a ovulação, mediante 31 

deposição profunda do sêmen no corno uterino ipsilateral ao lado da ovulação. A dose 32 

inseminante dos grupos CT+EG e EG+EG foram dependentes da recuperação 33 

espermática pós-centrifugação (v:v) com EquiPureTM  pós-descongelamento  (24,7% ± 34 
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0,3, µ:197,6; 44,3 % ±0,6, µ:354,4, respectivamente). As análises dos grupos foram 35 

realizadas imediatamente após descongelação 37ºC por 30 segundos (M0). Todos os 36 

grupos foram analisados pós-incubação a 37ºC por 60 minutos (M60). No M0 (P<0,05) 37 

o grupo que utilizou EquiPureTM antes da criopreservação e pós-descongelamento 38 

aumentou a motilidade total, motilidade progressiva, rápidos, potencial de membrana 39 

mitocondrial e estabilidade da membrana plasmática comparada com os outros grupos 40 

avaliados. A taxa de concepção por ciclo deste grupo foi aumentada (62,5%, 5/8) quando 41 

comparada aos demais grupos (25% 2/8; 25% 2/8; 25% 2/8). Concluiu-se, que a utilização 42 

de EquiPureTM antes e depois da criopreservação aumenta a cinética espermática pós-43 

descongelamento do sêmen equino, e que selecionar os espermatozoides antes da 44 

criopreservação e pós-descongelamento pode aumentar a taxa de prenhez de garanhão 45 

considerado “bad freezing”.  46 

Palavras-chave: Garanhão, EquiPureTM, sêmen, congelamento 47 

 48 

ABSTRACT 49 
 50 

The aim of this study was to verify sperm quality after using a modified EquiPureTM 51 

protocol before and after cryopreservation of equine semen. A total of 26 ejaculates from 52 

15 stallions (n=26) were used. Experiment 1, Four experimental treatments were formed: 53 

control (conventional centrifugation); EG (centrifugation with EquiPureTM before 54 

freezing); CT+EG (centrifugation with EquiPureTM after semen is thawed); and EG+EG 55 

(centrifugation with EquiPureTM before and after semen is frozen). In experiment 2, the 56 

fertility test was performed using 8 mares in cross-over inseminated with stallion 57 

considered “Bad freezing” frozen following the four protocols of each experimental 58 

treatment. For the insemination, eight straws from each experimental treatment were 59 

thawed in a water bath at 37°C for 30 seconds at a concentration of 100x106 spermatozoa 60 



40 

 

 

 

per straw. The CT and EG groups had a fixed dose of 800x106 sperm. Inseminations were 61 

performed after ovulation by deep deposition of semen in the ipsilateral uterine horn next 62 

to ovulation. The insemination doses of the CT+EG and EG+EG groups were dependent 63 

on post-centrifugation sperm recovery (v:v) with EquiPureTM post-thawing (24.7% ± 0.3, 64 

µ:197.6; 44.3 % ±0.6, µ:354.4, respectively). Group analyses were performed 65 

immediately after thawing at 37°C for 30 seconds (M0). All groups were analyzed after 66 

incubation at 37ºC for 60 minutes (M60). At M0 (P<0.05) the group that used EquiPureTM 67 

before cryopreservation and post-thawing increased total motility, progressive motility, 68 

rapids, mitochondrial membrane potential, and plasma membrane stability compared to 69 

the other evaluated groups. The conception rate per cycle of this group was increased 70 

(62.5%, 5/8) when compared to the other groups (25% 2/8; 25% 2/8; 25% 2/8). It was 71 

concluded that the use of EquiPureTM before and after cryopreservation increases the post-72 

thawing sperm kinetics of equine semen and that selecting spermatozoa before 73 

cryopreservation and post-thawing can increase the pregnancy rate of stallions considered 74 

“bad freezing”. 75 

Keywords:  EquiPureTM, freezing, semen, stallion 76 

 77 

1. Introdução  78 

A criopreservação do sêmen é uma biotecnologia que proporciona grandes 79 

vantagens, dentre elas o armazenamento do material genético por tempo indeterminado e 80 

a utilização deste em situações como a infertilidade adquirida (enfermidades ou fraturas) 81 

e óbito do garanhão (Amann and Pickett. 1987).  Durante a criopreservação as células 82 

espermáticas são expostas a estresse osmótico e oxidativo o que pode resultar em dano 83 

celular, diminuição dos parâmetros de qualidade espermática como a motilidade, a 84 

atividade mitocondrial, a estabilidade da membrana celular e a integridade do DNA e 85 
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aumento das espécies reativas de oxigênio e apoptose (Oldenhof et al. 2010; Sieme et al. 86 

2015).   87 

   A centrifugação com gradientes de densidade coloidal vem sendo utilizada antes 88 

da criopreservação ou pós descongelamento para melhorar a qualidade espermática do 89 

sêmen equino. Este método separa os espermatozoides com diferentes densidades com 90 

base no ponto isopicnico (Mortimer, 2000), selecionando células espermáticas que 91 

exibem integridade celular, sem defeitos morfológicos e com   motilidade progressiva que 92 

migram através do meio coloidal (Alvarenga et al. 2016). 93 

O EquiPureTM é um gradiente de densidade de camada única uma solução coloidal 94 

de partículas de sílica revestidas com silano espécie-específico para equinos (Macpherson 95 

et al. 2002). As partículas de sílica coloidal não estressam osmoticamente o 96 

espermatozoide e tem uma baixa viscosidade para não impedir a migração dos 97 

espermatozoides (Pertoft, 2000).  98 

Estudos anteriores demostram uma melhora na cinética espermática utilizando o 99 

EquiPureTM antes ou depois da criopreservação do sêmen equino (Cerny et al. 2012; 100 

Gutiérrez-Cepeda et al. 2023). Elimina uma alta proporção de espermatozoides com 101 

problemas de morfologia, aumento do potencial de membrana mitocondrial, maior 102 

estabilidade da membrana plasmática (Papa et al. 2012; Mancill et al. 2010), diminuiu a 103 

formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) (Freitas-Dell’Aqua et al. 2018), 104 

bactérias (Morrel et al. 2014), vírus da arterite equina (Morrell et al. 2006) e pode ser 105 

utilizado em garanhões com urospermia (Podico et al. 2020). Além disso, aumenta o 106 

potencial de fertilidade do sêmen equino, especialmente em garanhões subférteis (Varner 107 

et al. 2008).   108 

O objetivo do trabalho foi verificar a qualidade espermática após utilização de um 109 

protocolo modificado de EquiPureTM antes e depois da criopreservação do sêmen equino.  110 
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 111 

2. Materiais e Métodos  112 

2.1 Animais e local de pesquisa  113 

O estudo foi realizado de acordo com os preceitos éticos recomendados pelo 114 

Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA), após aprovação 115 

do Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) institucional, sob protocolo nº 116 

0232/2022. Os produtos químicos e reagentes foram adquiridos da Sigma–Aldrich (St. 117 

Louis, MO, EUA).  118 

 Foram utilizados um total de 26 ejaculados de 15 garanhões (n=26) da raça 119 

Mangalarga Marchador, Crioulo, Quarto de Milha, Puro Sangue Inglês, Paint Horse, 120 

Brasileiro de Hipismo e oito éguas mestiças, com idades entre 5 e 20 anos, localizados no 121 

município de Botucatu, Estado de São Paulo – Brasil (22°53'09'' S; 48°26'42'' O). Para o 122 

teste de fertilidade realizados 4 ciclos de 8 éguas em um sistema de cross-over. 123 

O processamento e análises do sêmen conduzidos no Centro de Biotecnologia e 124 

Diagnóstico em Reprodução Animal (CERAN), pertencente ao Departamento de Cirurgia 125 

Animal e Reprodução animal da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia 126 

(FMVZ), Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, UNESP, Campus de 127 

Botucatu/SP.   128 

2.2 Delineamento experimental  129 

O sêmen foi coletado utilizando vagina artificial modelo Botucatu (Botupharma®, 130 

Botucatu, São Paulo, Brasil), mantida a uma temperatura entre 42 e 45ºC. As colheitas 131 

ocorreram com o auxílio de uma fêmea em cio. As amostras de sêmen mantidas em 132 

banho-maria a 37ºC foram submetidas à análise das variáveis macroscópicas (volume, 133 

aspecto e cor) e microscópicas (motilidade, vigor, concentração), diluídas em meio a base 134 
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de leite desnatado e antibióticos, Botusemen® (Botupharma®, Botucatu, São Paulo, 135 

Brasil) na concentração de (1:1).  136 

2.2.1  Experimento 1 137 

O grupo EquiPure (EG) foi submetido a centrifugação com o gradiente de 138 

densidade EquiPureTM (Nidacon, Internacional AB, Mölndal,Sweden) brevemente, foram 139 

pipetados 5 mL do gradiente de maior densidade EquiPureTM (camada inferior) dentro de 140 

um tubo de ensaio de 50mL e cuidadosamente estratificando o volume de menor 141 

densidade (camada superior) à alíquota de (30 mL) de sêmen diluído (Botusemen®) na 142 

concentração de 2 X 109 espermatozoides. Os tubos foram centrifugados a 400 x g por 25 143 

min, o sobrenadante descartado e o pellet de sêmen ressuspendido em diluidor com 144 

crioprotetor Botucrio® (Botupharma, Botucatu, São Paulo, Brasil) até obter 100 x 106 145 

espermatozoides/mL.   146 

Grupo controle foi centrifugado por 600 g em 10 min (Fanem Baby, Guarulhos, 147 

São Paulo, Brasil). O sobrenadante descartado e os pellets ressuspendidos em diluidor 148 

com crioprotetor Botucrio® (Botupharma, Botucatu, São Paulo, Brasil) até obter 100 x 149 

106 espermatozoides/mL.  150 

 Então, 700 milhões de espermatozoides de cada grupo foram preenchidos em 14 151 

palhetas 0,5 mL na concentração de 50x106 de espermatozoides (Hoogewijs et al. 2009). 152 

Subsequentemente, as palhetas foram refrigeradas 5 °C for 20 min em refrigerador com 153 

temperatura controlada (Minitub do Brasil Ltda, Porto Alegre, RS, Brasil), transferidas 154 

para uma caixa térmica contendo nitrogênio líquido mantidas no vapor por 20 min, 6 cm 155 

acima do nível de nitrogênio. Após este período, as palhetas foram imersas no nitrogênio 156 

líquido e armazenadas em raques em um cilindro criogênico a –196 ºC.   157 

 Após o descongelamento a 37 °C for 30 segundos, 10 palhetas de cada grupo (5 158 

mL), ou seja, a concentração de 500x106 de espermatozoides foram pipetadas em 2mL de 159 
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EquipureTM em tubos de 15 mL e centrifugadas a 400 x g for 25 min e ressuspendidas na 160 

concentração de 50 milhões de espermatozoides/mL. Assim, quatro grupos experimentais 161 

foram formados: 1. Controle (centrifugação convencional); 2. EG (centrifugação com 162 

EquiPureTM antes do congelamento); 3. CT + EG (centrifugação com EquiPureTM após o 163 

sêmen ser descongelado); 4. EG + EG (centrifugação com EquiPureTM antes e depois do 164 

sêmen ser congelado).   165 

2.2.2 Taxa de recuperação   166 

Para verificar a taxa de recuperação após cada procedimento de centrifugação com 167 

EquiPureTM foi realizada a concentração espermática utilizando uma câmera de Neubauer 168 

espelhada sob um microscópio de contraste de fase (Jenamed 2 Zeiss, CarlZeiss®, 169 

Munique, Alemanha) com ampliação de 200x. A taxa de recuperação (%) foi calculada 170 

baseada nos valores iniciais das concentrações. O grupo EG+EG levou em consideração 171 

as duas perdas ocasionadas pela centrifugação com EquiPureTM antes da criopreservação 172 

e pós-descongelamento. 173 

 174 

2.2.4   Experimento 2 175 

Sêmen congelado de um garanhão classificado pós-descongelamento como ‘bad 176 

freezing’ (BF) foi usado, de acordo com os critérios de classificação de Hoffman et al. 177 

2011 (Motilidade progressiva < 35%). As avaliações espermática pós-descongelamento 178 

de cada grupo estão descritas na tabela 1. Quatro ciclos de 8 éguas (n=32) foram usados 179 

para comparar a fertilidade entre os grupos. As éguas foram monitoras diariamente 180 

através de ultrassonografia (Pie Medical Falco 100, Nutricell, Campinas, SP, Brasil) até 181 

o folículo de 35 mm ser detectado em um dos ovários e um aumento do edema uterino 182 

(edema 3) (Mateu-Sánchez et al. 2016). Quando essas condições foram atendidas foi 183 

realizado a indução da ovulação com 250 µg (im) de Acetato de Acetato de 184 
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Histrelina (Strelin®, Botupharma, Botucatu, SP, Brasil). As inseminações foram feitas 185 

após a ovulação, inseminação profunda no corno uterino. Para as inseminações 186 

oito palhetas foram descongeladas em banho maria a 37°C por 30 segundos com uma 187 

concentração de 100x106 espermatozoides por palhetas. Os grupos CT e EG tiveram uma 188 

dose fixa de 800x106 de espermatozoides. A dose inseminante dos grupos 189 

controle+equipure e equipure+equipure foram dependentes da recuperação espermática 190 

pós-descongelamento e após centrifugação (v:v) com EquiPureTM (24,7% ± 0,3, µ:197,6; 191 

44,3 % ±0,6, µ:354,4, respectivamente) . Diagnóstico de prenhez foi realizado pelo exame 192 

ultrassom transretal 15 dias após ovulação, ao ser detectada a vesícula embrionária foi 193 

aplicado 5 mg (im) de dinoprost tromethamine (Lutalyse, Nutrivet, Jaguariúna, SP, 194 

Brasil) no final do exame.  195 

2.3 Análises espermáticas   196 

As análises espermáticas dos grupos Controle e EG foram analisadas 197 

imediatamente após descongelação 37ºC por 30 segundos (M0). Os grupos CT+EG e 198 

EG+EG foram analisados logo após o procedimento de centrifugação (M0), descrito 199 

anteriormente. Todos os grupos foram analisados pós-incubação a 37ºC por 60 minutos 200 

(M60).  201 

 202 

2.3.1 Cinética espermática  203 

Os parâmetros de cinética espermática foram avaliados através do Sistem 204 

computadorizado CASA - Computer Assisted Sperm Analysis (HTM-IVOS 12 Hamilton 205 

Thorne Research, Beverly, MA) medindo 5 campos aleatórios. Para cada amostra, 206 

avaliou-se a motilidade espermática total (MT) [%]), motilidade espermática 207 

progressiva (MP [%]) e porcentagem de espermatozoides rápidos (RAP [%]). As 208 

configurações do CASA usadas neste estudo são descritas na tabela 1.   209 

 210 



46 

 

 

 

Tabela 1. Configuração para análise do sêmen da espécie equina.  211 

Features  Setting  

Image capture (No. of frames)  30  

Cell detection (min cell size)  60 pixels  

Defaults (cell size)  3 pixels  

Cell detection (min contrast)  30  

Progressive cells (STR)  >80%  

Progressive cells (VAP)  >70μm/s  

Slow cells (static: VAP cutoff)  <30m/s  

Slow cells (static: VSL cutoff)  <20m/s  

Illumination: intensity  3,600   

Illumination: photometer  125  

Video source (dark field)  60 Hz  

Static intensity gates (min and max)  0.48 and 1.45  

Static elongation gates (min and max)  0-97  

Chamber-type  Makler1  

Temperature  38º C  

Field selection  Automatic    

VAP average path velocity µm/s, VSL velocity straight line µm/s; STR straight %. Hamilton Thorne 212 
Research, Beverly, MA, USA (chamber depth 10.0 µm, stage position 14.3 mm)  213 
  214 

2.3.2 Citometria de fluxo  215 

Para a avaliação espermática por citometria de fluxo será utilizado o equipamento 216 

BD LSR Fortessa (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipado com lasers 217 

de excitação: azul 488-nm, 100 mW e filtros de emissão 530/30nm (FITC, YOPRO e 218 

C11- BODYPY) e 695/40nm (Iodeto de propidio e MitoSOX Red); vermelho 640-nm, 219 

40 mW com filtro 660/20 nm (MitoStatus Red); e o violeta 405-nm, 100 mW, com o filtro 220 

450/50 nm (Hoechst). No mínimo 10.000 células por amostra serão analisadas e os dados 221 

serão avaliados pelo software BD FACSDiva™ software v 6.1. Para tanto, as amostras 222 

serão diluídas em TALP-PVA, segundo Parrish et al. (1988) modificado:100 mM NaCl, 223 

3,1 mM KCl, 25,0 mM NaHCO3, 0,3mM NaH2PO4, 21,6 mM DL-lactato de sódio 60%, 224 

2,0 mM CaCl2, 0,4 mM MgCl2, 10,0 mM Hepes-livre de ácido, 1,0 mM piruvato de 225 

sódio, 1,0 mg/mL álcool polivinil-PVA e 25 µg/mL gentamicina) na concentração de 5 x 226 

106 espermatozoide/mL, suplementado com Hoescht 33342 (7µM; 145333, Sigma) para 227 

a eliminação dos detritos.  228 
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Para avaliação da desestabilização de membrana plasmática, potencial de 229 

membrana mitocondrial e produção de ânion superóxido (O2•-) na matriz mitocondrial, 230 

foi utilizada a associação de YOPRO (YP; Y3603, Life Technologies marcação para 231 

célula com membrana plasmática desestabilizada), MitoStatus Red (MST; 564697, BD 232 

Pharmigen, potencial mitocondrial) e MitoSOX™ Red (MSR; M36008, Invitrogen, 233 

geração de ânion superóxido na matriz mitocondrial), de acordo com Freitas-Dell’Aqua 234 

et al. (2018). Assim, em uma amostra de 500 µL de sêmen diluído foram adicionados 25 235 

nM YP, 20 µM de MST e 2 µM de MSR, seguido por incubação a 37ºC por 20 minutos.   236 

Para a peroxidação lipídica, foi utilizado protocolo de acordo com Guasti et al. 237 

(2012), utilizando a sonda C11-BODYPY (D-3861; Molecular Probes). Assim, em 500 238 

μL de sêmen diluído em TALP-PVA foram adicionados 5 μM de C11-BODIPY581/591, 239 

seguido por incubação por 30 minutos a 37ºC. Após a incubação, foram realizadas 2 240 

lavagens consecutivas por centrifugação a 300g por 5 minutos, com TALP-PVA e o pellet 241 

ressupendido em 300 μl de TALP-PVA  242 

2.4 Análises estatísticas   243 

Os resultados das avaliações da qualidade espermática foram avaliados pelo 244 

software GraphPad Prism version 8.0.0 for Windows (GraphPad Software, San Diego, 245 

California USA, www.graphpad.com”), e expressos em média e erro padrão. Todos os 246 

dados foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar a distribuição 247 

normal das variáveis estudadas. Para as médias obtidas com distribuição normal, utilizou- 248 

se teste ANOVA seguida de Tukey e quando não paramétrico teste de Kruskal-Wallis 249 

segundo de Dunn. Para análise dos dados gerados da fertilidade foi utilizado modelo de 250 

regressão logística multivariada através do software computacional Bioestat 3.0. 251 

Diferenças foram consideradas quando P <0,05.  252 

 253 
3. Resultados  254 

http://www.graphpad.com/
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3.1 Experimento 1 255 
 256 

Os resultados obtidos no (M0) estão presentes na tabela 2. O grupo EG+EG 257 

aumentou a motilidade total, motilidade progressiva, rápidos, potencial de membrana 258 

mitocondrial e estabilidade da membrana plasmática comparada com os outros grupos 259 

avaliados. O grupo Controle teve uma diminuição nos parâmetros de motilidade total e 260 

rápidos quando comparado com os outros grupos; não diferiu nos parâmetros de 261 

motilidade progressiva, estabilidade da membrana plasmática, produção de ânion 262 

superóxido e potencial de membrana mitocondrial quando comparado ao grupo EG. O 263 

grupo EG não diferiu nos parâmetros motilidade total, motilidade progressiva do grupo 264 

CT+EG.  O grupo CT+EG diferiu dos parâmetros de rápidos, estabilidade da membrana 265 

plasmática, produção de ânion superóxido, potencial de membrana mitocondrial dos 266 

grupos controle e EG. O grupo CT+EG não diferiu do grupo EG+EG na peroxidação 267 

lipídica. 268 

Tabela 2. Média ± erro padrão médio das avaliações no momento 0 (M0) da cinética espermática 269 
(motilidade total, progressiva e espermatozoides rápidos) pela análise computadorizada do movimento 270 
espermático e estabilidade da membrana plasmática, geração de O2

- mitocondrial, potencial mitocondrial e 271 
peroxidação lipídica por  citometria de fluxo dos grupos Controle (sem centrifugação com EquipureTM), 272 
 EG (centrifugação com EquipureTM antes do congelamento), CT+EG (centrifugação com EquipureTM após  273 
o sêmen ser descongelado) e EG+EG (centrifugação com EquipureTM antes e depois do sêmen ser 274 

congelado) de 26 ejaculados de 15 garanhões .  275 
 276 
 277 
*Valores com sobrescritos diferentes (a, b) na mesma linha diferem significativamente (P < 0.05)  278 

Pós-descongelamento (M0) 

 Controle EG CT+EG EG+EG 

Motilidade Total (%) 54,2 ± 2,5c 63,0 ± 3,2 b 66,6 ± 3,5 b 77,9 ± 3,0a 

Motilidade Progressiva (%) 27,1 ± 2,0c 34,4 ± 2,3bc 40,6 ± 2,7b 47,64 ± 2,6a 

Espermatozoides Rápidos (%) 34,5 ± 2,7d 43,9 ± 3,4c 52,2 ± 3,6b 61,52 ± 3,8a 

Membrana plasmática estável- (%) 32,5 ± 2,0c 35,2 ± 2,3c 51,3 ± 3,2b 59,0 ± 3,1a 

Concentração de O2
- (%) 

 

66 ± 2,1a 63,7 ± 2,3a 45,2 ± 3,4b 41,3 ± 3,1b 

Alto potencial Mitocondrial (%) 

 

34,9 ± 2,3c 36,4 ± 2,3c 

 

50,5 ± 3,3b 

 

58,8 ± 3,1a 

 

Peroxidação lipídica (UA) 140 ± 8,4a 134,1± 7,5ab 122,8 ± 9,4bc 117,9 ± 9,8c 
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 279 

Os resultados obtidos pós-incubação a 37ºC por 60 minutos (M60) estão presentes 280 

na tabela 3. O grupo EG+EG diferiu dos demais grupos avaliados e aumentou os 281 

parâmetros de motilidade total e motilidade progressiva, rápidos, alto potencial de 282 

membrana mitocondrial, e diminui a produção de O2•-. O grupo controle não teve 283 

diferença do grupo EG nos parâmetros de motilidade total, alto potencial de membrana 284 

mitocondrial, produção de O2•- e peroxidação lipídica. O grupo EG teve diferença do 285 

grupo controle na motilidade progressiva e rápidos. O grupo CT+EG diferiu do controle 286 

na motilidade total e progressiva, rápidos e peroxidação lipídica. O grupo CT+EG diferiu 287 

do EG na motilidade progressiva e rápidos. Controle, EG e CT+EG não diferiram no alto 288 

potencial de membrana mitocondrial e produção de O2•-. Os grupos não diferiram na 289 

estabilidade da membrana plasmática. 290 

Tabela 3. Média ± erro padrão médio das avaliações  no momento  60 minutos pós-incubação à 37°C (M0) 291 
da cinética espermática (motilidade total, progressiva e espermatozoides rápidos) pela análise 292 
computadorizada do movimento espermático e estabilidade da membrana plasmática, geração de O2

- 293 
mitocondrial, potencial mitocondrial e peroxidação lipídica por  citometria de fluxo dos grupos Controle 294 
(sem centrifugação com EquipureTM), EG (centrifugação com EquipureTM antes do congelamento), CT+EG 295 
(centrifugação com EquipureTM após o sêmen ser descongelado) e EG+EG (centrifugação com EquipureTM 296 
antes e depois do sêmen ser congelado) de 26 ejaculados de 15 garanhões .  297 
 298 

Pós–descongelamento (M60) 

 Controle EG CT+EG EG+EG 

Motilidade Total (%) 30,3 ±2,3c 38,4 ±3,2bc 52,6 ± 3,9 b 63,8 ±3,9 a 

Motilidade Progressiva (%) 12,4 ± 1,5d 17,1 ± 1,4c 28,3 ± 2,6b 35,5 ± 2,7a 

Espermatozoides Rápidos (%) 16,2 ± 1,2d 20,5 ± 1,5c 35,4 ± 3,4b 45,9 ± 3,5a 

Membrana plasmática estável- (%) 22,8± 1,9a 22,7 ± 1,9a 24,9 ± 2,7a 30,1 ± 3,3a 

Concentração de O2
- (%) 79,0 ± 1,8a 76,0 ± 2,0a 74,1 ± 2,8a 62,8 ± 3,1b 

Alto potencial Mitocondrial (%) 

 

20 ± 1,5b 19,9 ± 1,7b 25 ± 2,7b 33,6 ± 2,7a 

Peroxidação lipídica (UA) 189,1 ± 10,5a 171,9 ± 9,8ab 
155,8 ± 8,9bc 150,1 ± 9,0c 

Valores com sobrescritos diferentes (a, b) na mesma linha diferem significativamente (P < 0,05)  299 
 300 
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O grupo controle diferiu de todos os grupos testados tendo a maior taxa de 301 

recuperação espermática (tabela 4). O grupo EG diferiu do grupo CT+EG, EG+EG. 302 

CT+EG e EG+EG não diferiram. 303 

Tabela 4. Média ± erro padrão médio da taxa de recuperação (TXR, %) pós-centrifugação com o gradiente 304 
de densidade coloidal EquiPureTM. 305 

Taxa de recuperação 

 Controle EG CT+EG EG+EG 

 

TXR (%)* 

 

100 ± 0a 
 

52,7 ± 1,5b 

 

34,9 ± 2,2c 
 

30,1 ± 1,5c 

     

Valores com sobrescritos diferentes (a,b) na mesma linha diferem significativamente (P < 0,05). (*). 306 
Considerando a concentração inicial de 2x109. 307 
 308 
3.2 Experimento 2 309 
 310 
 311 

As partidas de sêmen foram avaliadas e os resultados distribuídos na tabela 5. O 312 

grupo controle não diferiu do grupo EG nos parâmetros de motilidade total, motilidade 313 

progressiva e teve a maior taxa de recuperação espermática quando comparado aos 314 

demais grupos testados.  O grupo equipure teve maior porcentagem de espermatozoide 315 

com movimento rápido e maior taxa de recuperação espermática quando comparada ao 316 

grupo controle + equipure e equipure+ equipure. O grupo equipure + equipure teve maior 317 

motilidade progressiva quando comparado aos demais grupos e não diferiu do grupo 318 

controle+ equipure na motilidade total, espermatozoides rápidos e na taxa de recuperação. 319 

 320 
 321 
 322 
 323 
 324 
 325 
 326 
 327 
 328 
 329 
 330 
 331 
 332 
 333 
 334 
 335 
 336 
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Tabela 5. Média ± erro padrão  das avaliações das  partidas  utilizadas  na inseminação no momento 0 (M0) 337 
da cinética espermática (motilidade total, progressiva e espermatozoides rápidos) pela análise 338 
computadorizada do movimento espermático dos grupos Controle (sem centrifugação com EquipureTM), 339 
EG (centrifugação com EquipureTM antes do congelamento), CT+EG (centrifugação com EquipureTM após 340 
o sêmen ser descongelado) e EG+EG (centrifugação com EquipureTM antes e depois do sêmen ser 341 
congelado) de garanhão “Bad freezing” utilizado na inseminação. 342 

 343 
(*) Considerando a concentração inicial de 2x109

  344 

As taxas de recuperação espermática pós-descongelamento e após a centrifugação 345 

com EquiPureTM considerando a concentração de 800x106 está descrita na tabela 6. 346 

Tabela 6. Taxa de recuperação espermática pós-descongelamento e após a centrifugação com EquiPureTM 347 
considerando a concentração de 800x106 de cavalo “Bad freezing” dos grupos Controle (sem centrifugação 348 
com EquipureTM), EG (centrifugação com EquipureTM antes do congelamento), CT+EG (centrifugação com 349 
EquipureTM após o sêmen ser descongelado) e EG+EG (centrifugação com EquipureTM antes e depois do 350 
sêmen ser congelado). Média da dose de inseminação móveis (valor calculado de acordo com a motilidade 351 
total). Média da dose de inseminação progressivo (valor calculado de acordo com a motilidade progressiva). 352 

 353 
A taxa de concepção por ciclo foi aumentada do grupo EG+EG quando comparada 354 

aos demais grupos (tabela 7). Os grupos controle, EG e CT+EG não tiveram diferenças. 355 

 356 
 357 
 358 
 359 
 360 
 361 
 362 
 363 
 364 

Pós-descongelamento (M0) 

 Controle EG CT+EG EG+EG 

Motilidade Total (%) 53 ± 6,1a 58,8 ± 6,3a 61,3 ± 7,0a,b  67,3 ± 5,8b 

Motilidade Progressiva (%) 20 ± 1,7a 25,5 ± 1,8a 27,5 ± 1,4a 35,1 ± 0,7b 

Espermatozoides Rápidos (%) 29,1 ± 4,1a 37,3± 3,8b 39,1± 3,8b 45 ± 5c  

Taxa de recuperação (TXR, %)*  

 

100 48 ± 1 24,7±0,3 21,3 ± 0,3 

Taxa de recuperação (TXR, %)  

 

 Controle EG CT+EG EG+EG 

Taxa de recuperação (TXR, %)  

 

100 100 24,7 ±0,3 44,3 ± 0,6 

Dose de inseminação 800 x106 800x106 197,6 x106 354,4 x106 

Dose de inseminação (Móveis) 424 x106 470 x106 121,3 x106 238,5 x106 

Dose de inseminação (progressivos) 160 x106 204 x106 55x106 124 x 106 
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Tabela 7. Taxa de concepção por ciclo (TF, %) do sêmen congelado de um garanhão submetido aos grupos 365 
Controle (sem centrifugação com EquipureTM); EG (centrifugação com EquipureTM antes do 366 
congelamento); CT + EG (centrifugação com EquipureTM após o sêmen ser descongelado);  EG + EG 367 
(centrifugação com EquipureTM antes e depois do sêmen ser congelado). 368 
 

 Fertilidade  

 Controle EG CT+EG EG+EG 

 

TF (%) 

 

25(2/8)b 
 

25 (2/8)b 

 

25(2/8)b 
 

62,5 (5/8)a 

Ciclos/Prenhez 4/1 4/1 4/1 2/1 

Valores com sobrescritos diferentes (a,b) na mesma linha diferem significativamente (P < 0,05). 369 
 370 
4. Discussão 371 

A centrifugação em gradiente de densidade coloidal baseia-se no princípio de que 372 

as células se movem para o local onde corresponde à sua própria densidade, chamada de 373 

ponto isopícnico (Mortimer, 2000).  O espermatozoide tem densidade diferente das 374 

células epiteliais, leucócitos, bactérias e debris celulares, e, portanto, podem ser separados 375 

de outros componentes do ejaculado.  Os espermatozoides com morfologia normal e 376 

móveis se deslocam em direção da força centrífuga e formam um pellet (Morrel, 2006; 377 

Morrel et al. 2012). Os grupos que passaram pelo tratamento com EquiPureTM, 378 

melhoraram os parâmetros de qualidade espermática como motilidade total, progressiva, 379 

rápidos, potencial de membrana mitocondrial e diminuição da produção de ânion 380 

superóxido. A motilidade espermática pós-descongelamento está correlacionada 381 

positivamente com a fertilidade (Vidament et al. 2005; Battut et al. 2017). Demonstrando 382 

que esta técnica seleciona os espermatozoides de melhor qualidade e incluem a redução 383 

das características espermáticas não compensáveis que podem impactar negativamente 384 

na fertilidade. 385 

Os espermatozoides de garanhão diferem das outras espécies, pois suas principais 386 

demandas de energia são atendidas pela fosforilação oxidativa e, na presença de 387 

inibidores mitocondriais, eles sofrem um rápido declínio no conteúdo de ATP. Essa 388 

dependência resulta em uma relação inversamente proporcional entre a produção de 389 
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EROs (espécies reativas de oxigênio) e a fertilidade no garanhão (Gibb et al. 2014). O 390 

espermatozoide criopreservado apresenta uma senescência prematura, e estudos apontam 391 

que as mitocôndrias são extremamente sensíveis ao processo, e seu comprometimento 392 

funcional resulta em aumento na geração de EROs (Ortega-ferrusola et al. 2009; Peña et 393 

al. 2015). Tal fato seria a principal causa do estresse oxidativo nas membranas 394 

espermáticas, associado ao esgotamento do sistema antioxidante de defesa, pela remoção 395 

de grande parte do plasma seminal, o que leva a uma redução na fertilidade (Baumber et 396 

al. 2013). Verificamos neste trabalho que a utilização do Grupo equipure+equipure 397 

selecionou espermatozoides com menor produção de ânion superóxido, a primeira EROs 398 

formada durante a fosforilação oxidativa. 399 

   A criopreservação diminui a porcentagem de espermatozoides com alto potencial 400 

de membrana mitocondrial principalmente de garanhões considerados “Bad freezing” e 401 

o descongelamento do sêmen aumenta a porcentagem de células com alto nível de O2
 -● 402 

(Yeste et al. 2014).  As correlações entre o potencial de membrana mitocondrial e 403 

produção de EROS sugerem que um alto potencial de membrana mitocondrial está 404 

associado com baixa produção dos subprodutos metabólicos O2
-● e peróxido de 405 

hidrogênio (Morrel et al. 2016). Estudo anterior utilizando EquiPureTM pós-406 

descongelamento teve maior potencial de membrana mitocôndria e menor produção de 407 

O2
 -●, demonstrando que a centrifugação de gradiente de densidade pode ser usada não só 408 

para selecionar espermatozoides com a melhor motilidade, mas também células que 409 

tenham uma melhor resposta ao estresse oxidativo (Freitas-Dell’aqua et al. 2018). Este 410 

resultado também foi demonstrado neste estudo, principalmente o grupo EG+EG. Uma 411 

alta proporção de espermatozoides com alto potencial mitocondrial potencial foi 412 

considerada correlacionado com a fertilidade em inseminações de garanhões 413 

(Johannisson et al. 2014).   414 
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    A estabilidade de membrana plasmática foi aumentada pelos grupos controle + 415 

equipure e equipure+equipure no momento 0, mas no momento M60 não teve diferenças 416 

entre os grupos, estudo anterior também teve o mesmo resultado utilizando gradiente de 417 

densidade coloidal (Johanisson et al. 2009). Segundo Peña et al. (2015), a mitocôndria é 418 

mais sensível ao choque osmótico do que a membrana plasmática, resultado mostrado por 419 

este experimento.  Além disso, a estabilidade de membrana plasmática tem uma 420 

correlação baixa com a fertilidade (Battut et al. 2017). 421 

             O grupo equipure não teve diferença com o grupo controle na motilidade 422 

progressiva no (M0), mas aumentou a motilidade progressiva no M60, motilidade total e 423 

rápidos quando comparado ao controle. Trabalhos anteriores demonstraram que o 424 

EquiPureTM antes do congelamento aumentou a motilidade progressiva e total, 425 

integridade de membrana plasmática, alto potencial de membrana mitocondrial e 426 

integridade de cromatina (Mancill et al. 2010; Gutiérrez-cepeda et al. 2012; Papa et al. 427 

2012). Garanhões considerados subférteis foram submetidos ao processamento com o 428 

EquiPureTM antes da criopreservação e conseguiram um aumento da qualidade 429 

espermática pós-descongelamento (Gutiérrez-cepeda et al. 2023).   O grupo equipure 430 

aumentou a taxa de recuperação (52,7%) quando comparado a outro trabalho (40%) 431 

utilizando EquiPureTM antes do processo de congelamento (Papa et al., 2012) 432 

Outros trabalhos utilizaram o EquiPureTM pós-descongelamento e os resultados 433 

demonstraram um aumento nos parâmetros de motilidade progressiva e total, 434 

espermatozoides rápidos, estabilidade da membrana plasmática, aumento do potencial 435 

mitocondrial, diminuição da concentração de O2
- de quando comparados ao controle 436 

mesmo resultado encontrado neste estudo (Stoll et al. 2010; Mancill et al. 2010; Cerny et 437 

al. 2012; Stoll et al. 2013; Freitas-dell’aqua et al. 2018). Cerny et al. (2012) em seu 438 
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experimento também utilizou o EquiPureTM pós descongelamento verificou um aumento 439 

na motilidade progressiva, no entanto, no teste de fertilidade (dose 400x106 440 

espermatozoides) não ocorreu diferença. Para este experimento a dose de inseminação foi 441 

aumentada (800x106 de espermatozoides), testado em garanhão considerado ‘bad 442 

freezing’ e também não se encontrou diferenças de fertilidade com o controle. O resultado 443 

de fertilidade do grupo controle+equipure pode estar relacionado a baixa recuperação 444 

espermática, a quantidade inseminada pode não ser suficiente para uma taxa de prenhez 445 

satisfatória. Foi observado que após a centrifugação do contole+equipure de alguns 446 

garanhões que tinham baixa qualidade espermática não ocorreu a formação de um pellet 447 

normal, este fator também pode ter interferido na recuperação espermática deste grupo. 448 

Outro fator que pode ter interferido no resultado é o número limitado de éguas 449 

inseminadas (Cerny et al. 2012). 450 

Os grupos controle e equipure não tiveram maiores taxas de prenhez, mesmo com 451 

doses mais altas do que os grupos que utilizaram doses menores de sêmen. Os 452 

espermatozoides de equinos induzem a cascata do complemento levando a um aumento 453 

de C3b e C5a, leucotrienos e prostaglandinas (PG), resultando na quimiotaxia de PMNs 454 

no útero (Katila et al, 2022). Quanto maior a dose de inseminação do sêmen congelado, 455 

maior é o processo inflamatório com uma resposta anti-inflamatória mais intensa e em 456 

éguas saudáveis uma resolução mais rápida (Calazes et al, 2020). No entanto, se a égua 457 

for susceptível a endometrite persistente pós-cobertura, recomenda-se a realização com 458 

volume menor diminuindo o processo inflamatório.  A redução da dose do sêmen 459 

congelado pode ser uma alternativa para reduzir resposta inflamatória endometrial 460 

(Guvenc et al, 2004, Gomes et al, 2019).  Éguas consideradas susceptíveis têm um período 461 

uterino prolongado de resposta inflamatória com acúmulo excessivo de neutrófilos 462 

polimorfonucleres (PMNs) e líquido intrauterino no útero até 96 horas ou mais após 463 
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inseminação, prejudicando a sobrevivência embrionária e o estabelecimento da gestação 464 

(Zent et al, 1998; Canisso et al, 2020). A Neutrofilia persistente, acúmulo excessivo de 465 

líquido intraluminal e produção prolongada de citocinas pró-inflamatórias são todas 466 

embriotóxicas e levam à diminuição da fertilidade potencial dessas éguas em monta 467 

natural ou inseminação artificial (Robertson et al., 2018). As éguas inseminadas no corno 468 

uterino com doses menores de sêmen congelado acumularam menos líquido intrauterino 469 

(Guvenc et al, 2004).  470 

O processamento com EquiPureTM foi mais eficaz quando aplicado após o sêmen 471 

descongelado em vez de antes de congelar, mesmo resultado encontrado por trabalho 472 

anterior. Apesar desses efeitos, a viabilidade de aplicar essa abordagem em um programa 473 

comercial de criopreservação de sêmen é questionável por causa das perdas significativas 474 

do espermatozoide durante essas etapas adicionais de processamento, a taxa de 475 

recuperação é menor quando a centrifugação do sêmen através de uma solução de 476 

partículas de sílica é realizada após o descongelamento, e não antes do congelamento 477 

(Mancill et al. 2010). Trabalhos realizados com a centrifugação pós-descongelamento 478 

utilizaram 200g por 35 min, 300g por 30 min com diferentes taxas de recuperação (14% 479 

e 22%) (Cerny et al. 2012; Stoll et al. 2013; Podico et al. 2020). Neste trabalho utilizamos 480 

400g x 25 minutos e tivemos uma taxa de recuperação do grupo controle+equipure de 481 

34% e equipure+equipure de 30%, as baixas taxas de recuperação espermática limitam o 482 

uso desta técnica a garanhões que tenham baixa qualidade espermática. 483 

A utilização de EquiPureTM antes e depois aumentou a taxa de fertilidade de 484 

garanhão considerado “Bad freezing”. Não foi encontrado na literatura um trabalho que 485 

tenha utilizado e EquiPureTM para selecionar os espermatozoides antes e depois do 486 

congelamento, apenas trabalhos que utilizam antes ou depois do congelamento (Mancill 487 
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et al. 2011 e Cerny et al. 2012). Este grupo equipure+equipur pode ter aumentado a taxa 488 

de fertilidade pelos resultados encontrados o qual aumentou a motilidade total, motilidade 489 

progressiva, rápidos, potencial de membrana mitocondrial e estabilidade da membrana 490 

plasmática comparado com os outros grupos avaliados no M0. Após incubação por 60 491 

minutos ele aumentou os parâmetros de motilidade total e motilidade progressiva, 492 

rápidos, alto potencial de membrana mitocondrial e diminui a produção de O2
-.  A taxa 493 

de recuperação do grupo EG+EG do garanhão utilizado na inseminação foi a menor 494 

quando comparado aos outros grupos, porque empregou-se a concentração inicial (2x109) 495 

para estimar a real perda de espermatozoide, porém quando comparou-se a taxa de 496 

recuperação considerando somente  o pós-descongelamento e após centrifugação (v:v) 497 

com EquiPureTM a taxa de recuperação foi de aproximadamente (44,3 ± 0,6), maior que 498 

o grupo controle+equipure (24,7 ±0,3), ou seja, inseminamos uma maior concentração de 499 

espermatozoides do que o grupo CT+EG, o que pode explicar o resultado da fertilidade 500 

do grupo EG+EG.  501 

5. Conclusão 502 

Diante do exposto, concluiu-se, que a utilização de protocolo modificado de 503 

EquiPureTM aumenta os parâmetros de qualidade espermática pós-descongelamento do 504 

sêmen equino, e que selecionar os espermatozoides antes da criopreservação e pós-505 

descongelamento aumentou a taxa de prenhez de garanhão considerado “bad freezing”.  506 
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