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GUASTI, P.N. Efeito do meio diluidor e da dose inseminante sobre a 

congelabilidade e fertilidade de espermatozóides recuperados da cauda do 

epidídimo de garanhões. Botucatu. 2010 Dissertação (Mestrado) – Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual 

Paulista. 

RESUMO 

 A colheita de espermatozóides da cauda do epidídimo e sua criopreservação 

representam um grande avanço biotecnológico na equinocultura, e pode ser a última 

chance de preservação do material genético de garanhões após sua morte inesperada ou 

lesões que impossibilitem a cobertura ou colheita de sêmen. Os objetivos dessa pesquisa 

foram comparar a efetividade de dois diluidores utilizados para a recuperação dos 

espermatozóides epididimários em relação aos índices de congelabilidade determinados 

laboratorialmente (Experimento I) e as taxas de concepção proporcionadas por cada 

metodologia ao utilizar baixa dose inseminante (Experimento II). No Experimento I 

foram utilizados 58 testículos, o ducto epididimário de um testículo de cada garanhão 

foi lavado com o diluidor sem pentoxifilina–Botu-Sêmen
®1

 (Controle) e o ducto 

epididimário do testículo contralateral, com o diluidor contendo 7,18 mM de 

pentoxifilina–Botu-Turbo
®2

 (PTX). No Experimento II, foi utilizado um “pool de 

espermatozóides” dos testículos de dois garanhões. As amostras foram congeladas e 

direcionadas às inseminações artificiais em diferentes doses inseminantes, formando os 

seguintes grupos: 800x10
6
 espermatozóides recuperados com o diluidor sem 

pentoxifilina (800 Controle), 100x10
6
 espermatozóides recuperados com diluidor sem 

pentoxifilina (100 Controle) e 100x10
6
 espermatozóides recuperados com o diluidor 

com pentoxifilina (100 PTX). O índice de concepção para as éguas inseminadas nos 

grupos 800 Controle, 100 Controle e 100 PTX foi de 68% (11/16), 31,25% (5/16) e 

50% (8/16), respectivamente. Frente aos resultados obtidos, conclui-se inseminações 

artificiais com apenas 100x10
6
 espermatozóides colhidos com o meio diluidor contendo 

pentoxifilina garantem índices aceitáveis de concepção e maximiza o uso de 

espermatozóides epididimários congelados.  

Palavras-chave: Pentoxifilina; Cauda do epidídimo; Dose inseminante; Diluidor; 

Criopreservação espermática; Fertilidade; Equino.  
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GUASTI, P.N. Effect of extender and insemination dose on the freezability and 

fertility of stallion epididymal sperm. Botucatu. 2010 Dissertação (Mestrado) – 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade 

Estadual Paulista. 

ABSTRACT 

 The recovery of spermatozoa from epididymal cauda and its cryopreservation 

represents a great technological advance, since it is the last possibility to preserve 

genetic material from dead or deceased valuable males. The aims of this study were to 

compare the effectiveness of two extenders used for recovery of epididymal sperm in 

relation to its freezability (Experiment I) and conception rates provided by each 

methodology using a low insemination dose (Experiment II). In Experiment I, 58 testis 

were used, epididymal cauda of each stallion were separated and flushed with a skim 

milk-extender either without (Botu-Sêmen
®
; Control Group) or with 7,18 mM of 

pentoxifylline (Botu-Turbo
®
; PTX Group) and then frozen. In Experiment II, a “pool” 

of epididymal sperm from 2 stallions was used. The samples were frozen and artificial 

insemination was performed using different insemination doses, comprising the 

following groups: 800x10
6
 sperm recovered without PTX (800 Control); 100x10

6
 sperm 

recovered without PTX (100 Control) and 100x10
6
 sperm recovered with PTX (100 

PTX). The conception rates were 68% (11/16), 31.25% (5/16) e 50% (8/16) for 800 

Control, 100 Control and 100 PTX group, respectively. Based in these results, it was 

possible to conclude that artificial inseminations with 100x10
6
 sperm recovered with 

PTX guarantee acceptable conception rates and maximize the use of frozen equine 

epididymal sperm.  

 

Keywords: Pentoxifylline; Cauda epididymis; Insemination dose; Extender; Sperm 

Cryopreservation; Fertility; Equine.  
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1.0 – INTRODUÇÃO 

 A eqüinocultura brasileira ocupa posição de destaque internacional pelo 

expressivo número de animais e pela excelência de seu plantel. Adicionalmente, a 

indústria do cavalo é uma importante área geradora de divisas e empregos no Brasil. 

Contudo, para se manter um país competitivo, se faz necessário a incorporação de novas 

biotecnologias para acelerar e facilitar o melhoramento genético.  

 Nos últimos anos, diversos trabalhos têm sido realizados visando aprimorar as 

técnicas de recuperação, criopreservação e inseminação de espermatozóides da cauda do 

epidídimo, entretanto poucos pesquisadores conseguiram êxito em seus estudos. Os 

melhores resultados obtidos com esta biotécnica, foram realizados por pesquisadores 

brasileiros, que demonstraram índices de concepção de 66,6 % (PAPA et al., 2008) e 

92,3% (MONTEIRO, 2010), o que garante posição de destaque no cenário internacional 

de avanços na biotecnologia da reprodução em equinos.  

 A relevância da aplicabilidade da biotécnica de espermatozóides epididimários 

se dá principalmente por possibilitar a recuperação e criopreservação de células 

espermáticas viáveis de garanhões que tenham a sua vida reprodutiva interrompida, seja 

por morte inesperada, processos obstrutivos, ou distúrbios traumáticos que 

impossibilitem a cobertura ou colheita de sêmen. Nestes casos, tal procedimento é 

indicado principalmente para garanhões com alto valor genético, pois minimiza a perda 

do germoplasma e conseqüentemente possibilita a obtenção de produtos geneticamente 

superiores mesmo após a incapacidade reprodutiva ou morte do reprodutor.  

 Dentre os estudos realizados com espermatozóides epididimários em equinos 

podem se destacar o desenvolvimento e aprimoramento de técnicas de colheita (CARY 

et al., 2004; BRUEMMER, 2006), comparação de meios diluidores (MELO et al., 2008; 

PAPA et al., 2008; GUASTI et al., 2009), refrigeração espermática (MONTEIRO, 

2010), efeito da adição de plasma seminal (MORRIS et al., 2002; TIPLADY et al., 

2002; MOORE et al., 2005; PASQUINI, et al., 2008; HEISE et al., 2010), viabilidade 

espermática de garanhões sub-férteis (MONTEIRO, 2010), teste de fertilidade (PAPA 

et al., 2008; HEISE et al., 2010), métodos de inseminação artificial (MORRIS, 2002) e 

injeção intracitoplasmática de espermatozóide (HERRERA et al., 2006). 

Entretanto, os espermatozóides epididimários se encontram em sua maioria imóveis 

após a técnica de colheita. Estudos bioquímicos, em roedores e bovinos, demonstram 

que as células espermáticas permanecem quiescentes nos fluidos epididimários 

(TURNER & REICH, 1985), e o desenvolvimento da motilidade está associado com o 
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aumento dos níveis intra-espermáticos de pH, AMPc e íons cálcio, mediadores 

responsáveis pela ativação da cinética espermática (HOSKINS  et al., 1978; KANN & 

SERRES, 1980). 

 A adição de substâncias específicas nos diluidores utilizados na lavagem da 

cauda do epidídimo pode estimular a motilidade espermática e permitir o melhor 

aproveitamento das células recuperadas. A pentoxifilina, um derivado da metilxantina, 

inibe a atividade da enzima fosfodiesterase em células vivas, levando ao aumento de 

AMPc intracelular e conseqüente incremento da cinética espermática (CALOGERO et 

al., 1998). No entanto, poucos estudos têm sido realizados com a finalidade de 

investigar os efeitos da adição de pentoxifilina na criopreservação do sêmen de 

garanhões. 

O desenvolvimento de técnicas de inseminação artificial que possibilitam a 

deposição de baixo número de espermatozóides próximo ao sítio de fertilização tem 

sido realizado no intuito de melhorar os índices de fertilidade de garanhões subférteis e 

férteis de alto potencial (MORRIS, 2004; LEÃO, 2006), favorecendo a utilização do 

sêmen congelado e evitando perdas espermáticas ou reações inflamatórias no trato 

reprodutivo da fêmea (HUNTER & GREVE, 1998).  

A colheita de espermatozóides da cauda do epidídimo e sua criopreservação 

permitem a preservação do germoplasma de reprodutores mesmo após a perda da 

capacidade reprodutiva por trauma ou óbito. No entanto, ao considerar o limitado 

número de doses espermáticas recuperadas com esta biotecnologia e o valor genético do 

garanhão, se faz necessário diminuir a dose inseminante a ser aplicada, por possibilitar a 

maximização do uso dos espermatozóides epididimários criopreservados, ao garantir 

maior número de éguas inseminadas e conseqüente retorno econômico.  

 O sucesso recentemente alcançado com os índices de fertilidade dos 

espermatozóides recuperados do epidídimo em equinos mostra a importância da 

realização de novos estudos que testem protocolos de recuperação, criopreservação e 

inseminação destas células. 

 O presente estudo baseia-se no estudo da influência do meio diluidor sobre os 

índices de congelabilidade de espermatozóides da cauda do epidídimo equino 

(expressos através dos resultados das análises computadorizadas das células 

espermáticas, determinação de integridade de membrana plasmática e avaliação da 

fosforilação da tirosina) e sobre os índices de concepção quando utilizadas diferentes 

doses inseminantes.   
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2.0 – REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 – Anatomofisiologia do Epidídimo  

Após sua formação no ambiente testicular, o espermatozóide necessita passar 

por um processo de maturação para que seja capaz de fertilizar o oócito.  Durante o 

trânsito epididimário, as células espermáticas sofrem modificações substanciais em sua 

função, composição e organização e passam a adquirir motilidade progressiva, 

habilidade de reconhecimento e ligação com a zona pelúcida e fusão com a membrana 

plasmática do oócito (GATTI et al., 2004). 

O epidídimo é um ducto único altamente enovelado, justaposto a superfície 

externa do testículo que se estende do polo anterior ao polo posterior do mesmo, e é 

ligado de forma mais ou menos firme, dependendo da espécie, pela túnica albugínea e 

pelo tecido conectivo. Esta estrutura pode ser dividida anatomicamente em três 

segmentos: cabeça, onde há absorção de aproximadamente 80% do fluido oriundo da 

rede testis (MARENGO, 2008); corpo, onde os espermatozóides passam a apresentar 

capacidade fecundante, e cauda, cuja função básica é o armazenamento e a manutenção 

de espermatozóides maduros (SHIVAJI, 1988).  

A divisão anatômica do epidídimo é baseada nas características histológicas e 

bioquímicas do órgão, entretanto, há uma variação significativa desta divisão entre as 

diferentes espécies (COOPER, 1986). Cada região secreta substâncias específicas que 

promovem mudanças na composição química e protéica do fluido epididimário, 

essenciais para a manutenção da viabilidade da célula espermática, bem como 

importantes alterações morfofuncionais nas células espermáticas (DACHEUX et al., 

2003).  

As principais funções do epidídimo compreendem a concentração de 

espermatozóides; maturação funcional; armazenamento das células espermáticas em um 

estado quiescente até a ejaculação; remoção de espermatozóides degenerados; oferta de 

condições adequadas para a sobrevivência das células; transporte espermático pelas 

células mióides; proteção; e manutenção da barreira hemato-epididimária (MARENGO, 

2008). 

O número de espermatozóides com habilidade de se movimentar aumenta 

regularmente entre a cabeça e a cauda do epidídimo. No entanto, a motilidade potencial 

existe já no espermatozóide imaturo da cabeça do epidídimo. Esta é expressa à medida 

que os espermatozóides transitam pelo ducto epididimário, onde são observadas 
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mudanças nos níveis intra-espermáticos de AMPc, pH e cálcio (WADE et al., 2003). A 

eliminação de zinco das fibras densas externas durante o trânsito epididimário permite a 

formação de pontes de dissulfeto, o que contribui para o enrijecimento das fibras e 

consequente geração da motilidade, especialmente motilidade progressiva (HENKEL et 

al., 1999). Além disso, a presença de proteínas específicas na cauda do epidídimo, 

imobilinas, aumenta a viscosidade do fluido epididimário e dificulta a movimentação 

das células espermáticas (USSELMAN & CONE, 1983).  

Com relação às alterações referentes ao metabolismo dos espermatozóides, no 

corpo do epidídimo ocorre o aumento do metabolismo oxidativo e glicolítico e na cauda  

principalmente, ocorre a diminuição do conteúdo de lipídeos neutros e colesterol 

(GATTI et al., 2004). 

As mudanças funcionais envolvem alterações do padrão de atividade flagelar e 

habilidade de se ligar a zona pelúcida. Mudanças na composição da membrana 

plasmática contribuem para tais mudanças funcionais. Estas são refletidas em alterações 

na carga elétrica da superfície celular, ligação de lecitinas, distribuição de partículas 

intra-membranosas, fluidez da membrana, composição de lipídeos e proteínas e ligação 

de anticorpos (GATTI et al., 2004).  

A grande maioria das proteínas presentes no plasma seminal é proveniente do 

epidídimo e estão envolvidas na remodelação da membrana espermática, que ocorre 

durante o trânsito epididimário e após a ejaculação (DACHEUX et al., 2003). 

A secreção de proteínas no epidídimo é altamente regionalizada, sendo a cabeça 

e a cauda as regiões mais ativas. Na espécie bovina, a atividade secretória na região da 

cabeça é 6 a 8 vezes maior que na região da cauda, e, na espécie eqüina, cerca de 73% 

dos compostos protéicos são secretados na cabeça do epidídimo (DACHEUX et al., 

2003; GATTI et al., 2004).  

 As proteínas epididimárias adquiridas pela membrana espermática durante o 

trânsito epididimário são classificadas de acordo com o tipo de interação com a célula 

espermática. Podem ocorrer ligações fracas, responsáveis pela quiescência dos 

espermatozóides; ligações fortes, importantes no trato reprodutivo da fêmea e na 

fertilização; modificações das proteínas da membrana plasmática, encobrindo ou 

expondo receptores; ou presença de proteínas livres no fluido epididimário, colaborando 

com a manutenção do meio (MARENGO et al., 2008). 
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A glicosilfosfatidilinositol é adquirida pela membrana plasmática como proteína 

integral e sua transferência do fluido epididimário para a membrana parece ser mediada 

por epididissomos (SOSTARIC et al., 2008). 

Os epididissomos constituem pequenas vesículas membranosas que se associam 

a determinadas proteínas, possibilitando a aquisição de novos componentes protéicos 

pela membrana, como: P25b, proteína ligadora à zona pelúcida; HE/CD52, associada a 

infertilidade imunológica em humanos; MIF (fator inibitório para migração de 

macrófagos); GPX-5, fator anti-oxidante e SPAM1/PH-20, exerce função semelhante a 

hialuronidase e age como receptor para zona pelúcida; e enzimas da via poliol (aldose 

redutase e sorbitol desidrogenase), envolvidas na modulação da motilidade espermática 

durante o trânsito epididimário (SOSTARIC et al., 2008). 

Na cabeça e no corpo do epidídimo, os espermatozóides possuem carga elétrica 

positiva, no entanto, na cauda, modificações na natureza e no conteúdo de sacarídeos e 

glicoproteínas da superfície da membrana plasmática promovem a alteração da carga 

elétrica, deixando-a negativa. Esta alteração leva a capacidade de adesão do 

espermatozóide ao oócito (GATTI et al., 2004). 

 Portanto, a passagem do espermatozóide pelo epidídimo e as alterações 

morfofuncionais adquiridas durante o trajeto representam um passo essencial para 

tornar estas células espermáticas capazes de fertilizar o oócito (GATTI et al., 2004).  

  

2.2 – Capacitação Espermática 

 Os espermatozóides maturados no epidídimo possuem habilidade de 

movimentação ativa e de fertilização. Entretanto, após a ejaculação ou colheita do 

epidídimo, os espermatozóides devem permanecer no trato reprodutivo feminino por 

algum tempo e passar por uma série de alterações morfológicas e metabólicas, 

modificações estas conhecidas coletivamente como capacitação espermática, que 

constitui o passo inicial para o processo de fertilização (VISCONTI et al., 2002).  

 O local onde ocorre a capacitação varia de acordo com a espécie, contudo, não 

consiste em um processo espécie-específico (YANAGIMACHI, 1994). Nas espécies em 

que a ejaculação é intra-uterina, como em equinos, os espermatozóides sofrem o 

processo de capacitação no oviduto, especificamente na região inicial do istmo (BAZER 

et al., 1995). Nos ruminantes, os espermatozóides são depositados no interior da vagina, 

deste modo, a capacitação espermática tem início na passagem das células espermáticas 



6 

 

 

 

pelo muco cervical, promovendo a remoção de substâncias decapacitantes da membrana 

plasmática (FERRARI, 1997).  

 O processo de capacitação promove importantes modificações na membrana 

plasmática e no metabolismo espermático, sendo estes essenciais na ligação do 

espermatozóide com a zona pelúcida, onde ocorrerá a reação acrossomal. Portanto, em 

condições in vivo, as etapas da capacitação previnem a ativação prematura das enzimas 

acrossomais, até que o espermatozóide atinja o local de fertilização do oócito, na 

ampola da tuba uterina (BAZER et al., 1995). 

O colesterol possui uma importante função na estabilização da membrana 

espermática. Durante o processo de capacitação in vivo, a remoção de colesterol das 

membranas se dá por meio de sua transferência para albuminas e lipoproteínas de alta 

densidade presentes na tuba uterina. Assim, tem-se a desestabilização da bicamada 

lipídica, e conseqüente reorganização de seus componentes e redução da proporção 

colesterol:fosfolipídeo, resultando na fluidez da membrana plasmática (AMANN & 

GRAHAM, 1993). Deste modo, o efluxo de colesterol e a redistribuição de proteínas da 

bicamada lipídica promovem alterações na permeabilidade da membrana, 

particularmente na abertura dos canais de íons cálcio; e também modificações nas 

propriedades da capacidade de fusão da membrana plasmática, as quais são importantes 

para a reação acrossômica (AMANN & GRAHAM, 1993). 

 Adicionalmente, evidências indicam que o bicarbonato facilita a desestabilização 

da membrana, principalmente na região apical da cabeça do espermatozóide, devido ao 

fato de que esta substância estaria supostamente presente em níveis superiores na tuba 

uterina (20 mM) quando comparado ao fluido espermático (<1 mM) (FLESH & 

GADELLA, 2000; GADELLA & COLENBRANDER, 2003). 

 Em contato com a membrana plasmática, o bicarbonato ativa diretamente a 

forma solúvel da enzima adenilciclase, abundante nos espermatozóides de mamíferos, 

resultando no aumento dos níveis de adenosina monofosfato cíclico (AMPc) que ativa a 

proteína kinase A (PKA) que, por sua vez, via fosforilação da proteína tirosina, ativa 

direta ou indiretamente o deslocamento de fosfolipídeos da membrana plasmática 

(FLESH & GADELLA, 2000). 

 Segundo Gadella e Colenbrander (2003), o bicarbonato atua também na cauda 

do espermatozóide, o que leva a fosforilação da tirosina e indução da hipermotilidade. 

Esta se caracteriza por aumento da amplitude do batimento flagelar, devido à maior 

flexibilidade, principalmente na peça intermediária, e mudança do movimento 
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progressivo que se torna circular, devido a não rotação da cabeça do espermatozóide. 

No entanto, os processos de hiperativação e capacitação espermática envolvem 

mecanismos distintos (BEDFORD, 1990). 

 Outro elemento envolvido no processo de capacitação é a albumina, que promove o 

efluxo de colesterol e consequente desestabilização da membrana do espermatozóide 

(FLESH & GADELLA, 2000). 

Do mesmo modo, os glicosaminoglicanos são capazes de estimular a capacitação 

e a reação acrossômica, ao remover os fatores decapacitantes do plasma seminal 

presentes na membrana espermática de espermatozóides ejaculados (YANAGIMACHI, 

1994). Além disso, estudos sugerem que a heparina ligada a superfície do 

espermatozóide aumenta as concentrações de cálcio e o pH intracelular, e ainda facilita 

o desprendimento do espermatozóide da tuba uterina (PARRISH et al., 1994).  

 Como todas as células sob condições aeróbicas, os espermatozóides são capazes 

de gerar radicais livres, em sua maioria originada da atividade metabólica normal. 

Ainda que em altas concentrações se tornem prejudiciais ao espermatozóide, em baixas 

concentrações, os radicais livres possuem um papel importante na função espermática, 

especificamente na fosforilação de tirosina (BALL et al., 2001; BAUMBER et al., 

2003).  

 A fosforilação da proteína tirosina regula uma variedade de funções celulares, 

como regulação do crescimento, controle de ciclos celulares, regulação de íons, 

formação do citoesqueleto, além de ser um componente essencial à capacitação 

espermática (HUNTER, 1996). Deste modo, a avaliação da fosforilação da proteína 

tirosina pode ser utilizada como um indicador da capacitação espermática (POMMER et 

al., 2003) 

 Além das substâncias endógenas presentes no trato reprodutivo da fêmea, a 

movimentação dos fosfoslipídeos da membrana plasmática pode ser induzida in vitro 

por meio de inibidores da fosfosdiesterase, ativadores da PKA, inibidores da fosfatase 1 

e 2a e pela adição de análogos do AMPc, o que poderia levar a capacitação espermática 

(FLESH & GADELLA, 2000). 

   

2.3 – Colheita de Espermatozóides da Cauda do Epidídimo 

A colheita de espermatozóides viáveis da cauda do epidídimo tem sido relatada 

em diversas espécies, como bovinos (MARTINS et al., 2009), cervídeos 

(FERNANDES-SANTOS et al., 2009), caprinos (MARTINEZ-PASTOR et al., 2005), 
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suínos (KIKUCHI et al., 1998), felinos (GAÑÁN et al., 2009) e equinos (PAPA et al., 

2008).  A obtenção de espermatozóides viáveis da cauda do epidídimo tem por 

finalidade a utilização destas células em técnicas de reprodução assistida, como 

inseminação artificial (PAPA et al., 2008; HEISE et al., 2010, MONTEIRO, 2010) e 

injeção intracitoplasmática de espermatozóides (HERRERA et al., 2006). 

Estudos demonstram que o número total de espermatozóides recuperados da 

cauda do epidídimo de garanhões é superior ao encontrado em ejaculados 

(GRANEMANN, 2006; MURADÁS et al., 2006; MONTEIRO, 2010), devido a função 

de armazenamento exercida na região da cauda do epidídimo, onde a cada ejaculação 

apenas uma parte das células espermáticas é liberada do reservatório (SHIVAJI, 1988). 

E ainda, segundo Tiplady et al. (2002), estas células apresentam motilidade progressiva 

igual ou superior aos espermatozóides do ejaculado. 

 

2.3.1 – Métodos de Colheita de Espermatozóides da Cauda do Epidídimo 

Diversos métodos de recuperação de espermatozóides da cauda do epidídimo 

são descritos na literatura, entre eles, duas técnicas são aplicadas em pacientes vivos – 

MESA e PESA, e três são utilizadas para colheita em animais mortos – flutuação, fluxo 

retrógrado e perfuração (GUERRERO, 2006).   

Entretanto, os métodos de recuperação de espermatozóides epididimários em 

animais mortos são os mais empregados na Medicina Veterinária, devido ao crescente 

interesse pela preservação de espécies ameaçadas de extinção e preservação de células 

espermáticas de animais de produção de alto valor genético, impossibilitados de realizar 

cobertura ou colheita de sêmen com vagina artificial.  

 

2.3.1.1 – Método de Flutuação 

O método de flutuação consiste em cortar ou fatiar a cauda do epidídimo (Figura 

1a e 1b). Incisões longitudinais são realizadas para exposição dos espermatozóides ao 

meio exterior. Em seguida, a cauda do epidídimo é mantida em um meio gelatinoso, 

possibilitando a migração dos espermatozóides para o mesmo (Figura 1c), e a 

recuperação das células espermáticas é realizada por meio de filtração (YU e LEIBO, 

2002). Embora seja freqüentemente aplicada a espécies de pequeno porte devido ao 

tamanho de seus epidídimos, esta técnica também pode ser utilizada na recuperação de 

espermatozóides do epidídimo de espécies de grande porte (HISHINUMA et al., 2003; 

GUERRERO, 2006).  
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FIGURA – 1: Etapas do Método de Flutuação: (a) separação da cauda do epidídimo e 

remoção do tecido conjuntivo que recobre a cauda do epidídimo; (b) incisões para 

proporcionar a migração dos espermatozóides do lúmen da cauda do epidídimo; (c) 

repouso para migração dos espermatozóides para o meio diluidor (MONTEIRO, 2010). 

 

2.3.1.2 – Método de Perfuração 

Na técnica de perfuração, a cauda do epidídimo é posicionada em uma placa de 

petri e o ducto epididimário é perfurado com auxílio de uma agulha (BARTELS et al., 

2000). Posteriormente, as amostras são filtradas e centrifugadas com intuito de diminuir 

a presença de detritos celulares. Esta técnica proporciona uma elevada taxa de 

recuperação de espermatozóides, no entanto, a viabilidade espermática pode ser afetada 

devido à exposição à centrifugação e a componentes sanguíneos (GUERRERO, 2006). 

 

2.3.1.3 – Método do Fluxo Retrógrado 

A técnica de fluxo retrógrado consiste na geração de pressão com o uso de uma 

seringa nos vasos deferentes até que os espermatozóides epididimários sejam carreados 

pelo diluidor e extravasem pelo corte realizado na junção entre a cauda e o corpo do 

epidídimo (GARDE et al., 1994). A recuperação espermática média com esse método 

varia de 15 a 20 bilhões de espermatozóides por epidídimo (BRUEMMER, 2006). 

A técnica de fluxo retrógrado modificada, relatada por Granemann (2006), 

consiste na separação do complexo testículo-epidídimo (Figura 2a) seguida pela 

dissecação do tecido conjuntivo que recobre a cauda do epidídimo (Figura 2b). Em 

seguida, os contornos do ducto epididimário são desenovelados (Figura 2c), e este deve 

ser seccionado em três partes para facilitar a lavagem.  

a 
 

b 

 

c 
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FIGURA – 2: Etapas do Método de Fluxo Retrógrado: (a) separar o complexo 

testículo-epidídimo; (b) remover o tecido conjuntivo que recobre a cauda do epidídimo 

e (c) desfazer os contornos da cauda do epidídimo (MONTEIRO, 2010). 

 

Para extrair os espermatozóides do epidídimo, o segmento deve ser estendido na 

posição vertical (Figura 3) e o diluidor injetado no lúmen até que os espermatozóides 

sejam carreados pelo diluidor e recuperados na outra extremidade. Com esta técnica, o 

número de espermatozóides recuperados da cauda do epidídimo foi superior àquele 

obtido do ejaculado (GRANEMANN, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA – 3: Método do Fluxo Retrógrado: após a secção do ducto da cauda do 

epidídimo em três partes, o mesmo é estendido na posição vertical e o meio diluidor 

injetado no lúmen até a outra extremidade (MONTEIRO, 2010). 

 

De acordo com estudos realizados com espermatozóides epididimários equinos, 

diversos meios diluidores a base de leite desnatado ou a base de gema de ovo podem ser 

utilizados para a lavagem da cauda do epidídimo (CARY et al., 2004,; MURADÁS et 

al., 2006; JOHNSON & COUTINHO DA SILVA, 2008; PAPA et al., 2008) 

Adicionalmente, estudos demonstram resultados satisfatórios ao utilizar meios 

diluidores com estimuladores de motilidade na recuperação de espermatozóides da 

a 

 
b 

 
c 

 

  

b 
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cauda do epidídimo equino (MORRIS et al., 2002; PAPA et al., 2008; PASQUINI et al, 

2008; GUASTI et al.,2009). Os estimuladores de motilidade, como as metilxantinase 

seus derivados, são inibidores não seletivos da atividade da enzima fosfodiesterase ao 

aumentar os níveis intracelulares de AMPc, levando ao aumento da cinética espermática 

(YOVICH, 1993). Ao considerar que a maioria dos espermatozóides da cauda do 

epidídimo se mantém imóvel nos fluidos epididimários (TURNER & REICH, 1985) e 

também após o processo de recuperação espermática, a adição destas substâncias 

estimuladoras poderia ativar a motilidade dos espermatozóides quiescentes recém-

recuperados.   

 

2.4 – Fertilidade de Espermatozóides da Cauda do Epidídimo 

Barker & Gandier (1957) relataram a primeira prenhez com espermatozóides 

congelados na espécie eqüina, entretanto, os espermatozóides utilizados neste estudo 

foram recuperados da cauda do epidídimo e não do ejaculado. No mesmo estudo, foram 

realizadas oito inseminações e obteve-se a taxa de concepção de 12,5% (1/8).  

Estudos recentes em equinos demonstram que os espermatozóides obtidos da 

cauda do epidídimo podem ser utilizados em inseminações artificiais com sêmen fresco 

ou congelado e resultando em prenhez (MORRIS et al., 2002; PAPA et al., 2008; 

HEISE et al., 2010; MONTEIRO, 2010). No entanto, a taxa de concepção destes 

espermatozóides foi considerada, por muitos anos, inferior ao dos espermatozóides do 

ejaculado (TIPLADY et al., 2002). 

Morris et al. (2002) obtiveram taxa de concepção de 45% em éguas inseminadas 

com 200x10
6
 de espermatozóides da cauda do epidídimo, a fresco. Utilizando esta 

mesma dose inseminante com espermatozóides congelados, foram obtidos 18 e 8% de 

taxa de concepção quando as éguas foram inseminadas por histeroscopia e método 

convencional, respectivamente. Os pesquisadores concluíram que é possível obter 

produtos utilizando espermatozóides do epidídimo em doses inseminantes com baixo 

número de espermatozóides, e que a fertilidade cai acentuadamente após o processo de 

congelação. 

Papa et al. (2008) avaliaram a fertilidade de espermatozóides criopreservados 

recuperados da cauda do epidídimo de garanhões com a utilização do diluidor de 
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congelação Botu-Crio
®3

, e obtiveram taxas de concepção de 66,6% em éguas 

inseminadas na extremidade do corno uterino, com 400 x 10
6
 espermatozóides viáveis 

pré e pós-congelação. Esta taxa de concepção nunca foi descrita com espermatozóides 

congelados do epidídimo, sendo equivalente a taxas de concepção obtidas com o uso de 

espermatozóides congelados do ejaculado (MARTIN et al., 1979; JASKO et al, 1992).  

Pasquini et al. (2008), compararam a eficiência de fatores estimuladores de 

motilidade espermática na congelação de espermatozóides do epidídimo de garanhões. 

Este estudo concluiu que a utilização dos meios Fert-Talp, Talp + Progesterona e 

Sperm-Talp, comumente utilizados em protocolos de fertilização in vitro, melhorou a 

motilidade de espermatozóides do epidídimo após descongelação.  

Guasti et al. (2009) avaliaram a influência da pentoxifilina sobre os parâmetros 

de motilidade de espermatozóides recém-recuperados da cauda do epidídimo de 

garanhões. As amostras recuperadas com meio diluidor contendo pentoxifilina 

apresentaram melhora na cinética espermática quando comparadas as amostras 

recuperadas somente com o meio diluidor a base de leite desnatado.  

Morris et al. (2002) avaliaram o efeito da exposição ao Sperm-Talp sobre a 

fertilidade de espermatozóides provenientes do epidídimo de garanhões. As taxas de 

concepção destes espermatozóides foram avaliadas com e sem o contato prévio das 

células com o meio Sperm-Talp. As inseminações foram realizadas por histeroscopia, 

utilizando doses descongeladas de 0,5 mL cada, contendo 5x10
6 

espermatozóides 

móveis. Desta forma, foram obtidas taxas de concepção de 0 e 29% nos grupos sem e 

com exposição prévia ao Sperm-Talp, respectivamente.  

Heise et al. (2010) compararam a taxa de concepção de espermatozóides 

recuperados da cauda epidídimo e acrescidos ou não de plasma seminal (PS). A dose 

inseminante utilizada foi de 200x10
6
 espermatozóides com motilidade progressiva. 

Deste modo, nas inseminações com espermatozóides do ejaculado obteve-se taxa de 

concepção de 55,6% com o sêmen a fresco, e de 38,9% com o sêmen congelado. Já, 

com espermatozóides epididimários, as taxas de fertilidade obtidas na presença do 

plasma seminal foram de 75% quando utilizados após a recuperação, e de 27,8% para os 

espermatozóides congelados. Na ausência do plasma seminal, estes valores foram de 

22,2% e 6,7% com a utilização de espermatozóides recém recuperados e congelados, 

respectivamente. Este estudo demonstrou maior capacidade fecundante dos 
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espermatozóides obtidos da cauda do epidídimo de garanhões após adição de plasma 

seminal.  

Monteiro et al. (2010) demonstraram que o contato dos espermatozóides com o 

plasma seminal em garanhões sub-férteis pode ter efeito deletério sobre a qualidade 

espermática. Neste estudo, a motilidade total, a motilidade progressiva e a integridade 

da membrana plasmática dos espermatozóides obtidos da cauda do epidídimo sem 

contato com plasma seminal, foram superiores aos obtidos nas células provenientes do 

ejaculado, tanto pré quanto pós congelação. No teste de fertilidade, os espermatozóides 

epididimários após a descongelação apresentaram taxa de concepção de 25% com 

inseminações na extremidade do corno uterino utilizando 400 x 10
6
 de espermatozóides 

viáveis por dose inseminante.  

Os espermatozóides epididimários também podem ser utilizados em biotécnicas 

como a ICSI, sem apresentar diferença na proporção de clivagem embrionária quando 

comparados àquela apresentada por espermatozóides criopreservados do ejaculado de 

garanhões (HERRERA et al., 2006). 

Em eqüinos, espermatozóides da cauda do epidídimo demonstraram ser 

resistentes ao processo de criopreservação possibilitando, assim, a obtenção de produtos 

de garanhões descartados da reprodução ou mesmo após sua morte, a partir de 

inseminações artificiais convencionais (BARKER e GANDIER, 1957; MORRIS et al., 

2002; PAPA et al., 2008; MONTEIRO, 2010), inseminações histeroscópicas (MORRIS 

et al., 2002) e injeção intracitoplasmática de espermatozóide (HERRERA et al., 2006). 

 

2.5 – Inseminação Artificial com Baixa Dose Inseminante  

Para se obter taxas de concepção satisfatórias por meio do método convencional 

de inseminação, recomenda-se a deposição de no mínimo 200 milhões de 

espermatozóides com motilidade progressiva no corpo uterino (MORRIS, 2004). No 

entanto, apenas parte dos espermatozóides depositados no útero tem acesso ao oviduto, 

devido à seleção espermática que ocorre durante o transporte uterino (PARKER et al., 

1975) e a passagem na junção útero-tubárica (VASQUEZ et al., 1998).  

 O emprego de técnicas de inseminação artificial que permitem a aplicação de 

baixa dose inseminante quando associado à mudança do local de deposição do sêmen, 

possibilita a redução do número de espermatozóides necessários à obtenção de prenhez 

na espécie equina (XAVIER et al., 2010).  
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 As inseminações com baixo número de espermatozóides e um reduzido volume 

próximo ao sítio de fertilização, podem ser realizadas por histeroscopia ou por meio de 

pipeta flexível, a qual é guiada por via retal (SAMPER & PLOUGH, 2010).  

 Samper et al. (2008) demonstraram que as inseminações na extremidade do 

corno uterino tanto por histeroscopia quanto por meio de pipeta flexível resultaram em 

taxas de concepção semelhantes. No entanto, no mesmo estudo, o número de 

espermatozóides utilizados na inseminação por histeroscopia foi significamente inferior 

ao da inseminação por pipeta flexível, o que ressalta a possibilidade da utilização de 

doses inseminantes extremamente reduzidas na inseminação histeroscópica.  

 Buchanan et al. (1999) compararam as taxas de concepção de grupos de éguas 

inseminadas com 500x10
6
 espermatozóides em 20 ml no corpo do útero, 25x10

6
 em 1,0 

ml, 5x10
6
 em 1,0 ml e 5x10

6
 em 0,2 ml depositados na extremidade do corno uterino 

por meio do desvio da pipeta. Os resultados foram respectivamente de 90%, 57%, 30% 

e 40%, e conclui-se que a deposição de sêmen no corno uterino pode aumentar a 

fertilidade ao utilizar um baixo número de espermatozóides em um pequeno volume. 

 Leão (2006) compararam os resultados obtidos por meio da inseminação 

convencional e histeroscópica com baixo número de espermatozóides equinos. Foram 

realizadas inseminações com 10x10
6
 espermatozóides móveis na junção útero-tubárica, 

10x10
6
 espermatozóides móveis no corpo do útero e 400x10

6 
espermatozóides móveis 

no corpo do útero. As taxas de concepção obtidas foram 41,67%, 16,67% e 50%, 

respectivamente, e demonstrou que a inseminação histeroscópica proporciona bons 

resultados, mesmo com a utilização de 2,5% da dose convencional de sêmen fresco de 

garanhões. 

 A redução da dose inseminante pode parecer contraditória ao se tentar manter 

um elevado nível de fertilidade, entretanto, várias razões tem motivado veterinários e 

criadores a implementar esta biotecnologia no manejo reprodutivo dos haras. Dentre as 

principais razões destacam-se: (a) o aumento da utilização de sêmen criopreservado, o 

alto custo da dose inseminante e/ou incapacidade de alguns garanhões de não suprirem a 

demanda de sêmen fresco (SAMPER & PLOUGH, 2010); (b) a utilização de sêmen 

sexado (CLULOW et al., 2008); (c) a obtenção de resultados satisfatórios ao depositar 

baixo número de espermatozóides da cauda do epidídimo próximo à papila útero-

tubárica (MONTEIRO, 2010); (d) a possibilidade de aumentar a taxa de concepção de 

garanhões de baixa fertilidade, ao utilizar sêmen congelado (SAMPER et al., 2008); (e) 

a utilização do sêmen de garanhões idosos com limitada produção espermática diária 
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(WEEMS & BYERS, 2004); (f) redução da resposta inflamatória após a inseminação 

artificial (LYLE & FERRER, 2005).  

 O desenvolvimento de técnicas de colheita e criopreservação de espermatozóides 

da cauda do epidídimo possibilitou a recuperação do material genético de garanhões de 

alto valor genético tenham a sua vida reprodutiva interrompida. No entanto, por ser a 

última chance de resgate do germoplasma destes animais, se faz necessário maximizar a 

utilização dos espermatozóides epididimários criopreservados por meio da diminuição 

da concentração espermática na inseminação, com intuito de multiplicar o número de 

produtos por dose inseminante usual.  

 Heise et al. (2010) utilizaram 200x10
6
 espermatozóides com motilidade 

progressiva e obtiveram taxas de concepção de 75% quando utilizados após a 

recuperação, e de 27,8% para os espermatozóides congelados, ambos na presença do 

plasma seminal.   

 Morris et al. (2002) demonstraram resultados satisfatórios ao se utilizar baixa 

dose inseminante de espermatozóides epididimários em inseminações na extremidade 

do corno uterino de éguas. Foram realizadas 20 inseminações histeroscópicas com 

aproximadamente 200x10
6
 espermatozóides epididimários recém-recuperados e 

obtiveram nove éguas gestantes, sendo a taxa de concepção de 45%. No mesmo estudo, 

quando utilizados 200x10
6
 espermatozóides epididimários congelados, as taxas de 

concepção foram menores tanto nas inseminações histeroscópicas quanto nas 

inseminações convencionais, sendo 18% e 8%, respectivamente. Entretanto, ao reduzir 

a dose inseminante para 10x10
6 

espermatozóides epididimários congelados, a taxa de 

concepção foi de 29%. Este representa o único estudo com intuito de avaliar a baixa 

dose inseminante sobre a fertilidade de espermatozóides colhidos da cauda do 

epidídimo equino.  
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3.0 – OBJETIVOS 

Os objetivos específicos relacionados ao presente trabalho foram: 

 

a) Avaliar a influência dos meios diluidores com ou sem pentoxifilina sobre os 

parâmetros espermáticos de espermatozóides recém-recuperados da cauda do 

epidídimo; 

 

 

b) Verificar o efeito dos meios diluidores com ou sem pentoxifilina sobre a 

congelabilidade dos espermatozóides epididimários; 

 

 

c) Avaliar a influência dos meios diluidores sobre os índices de fertilidade de 

espermatozóides congelados da cauda do epidídimo, ao utilizar baixa dose inseminante.  
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       4.0 – MATERIAL E MÉTODOS 

 Foram conduzidos dois experimentos complementares de acordo com os 

objetivos anteriormente propostos. No Experimento I foi avaliado o efeito do meio 

diluidor utilizado na metodologia do fluxo retrógrado sobre a congelabilidade de 

espermatozóides da cauda do epidídimo eqüino. 

 No Experimento II foi avaliada a influência do meio diluidor e da dose 

inseminante sobre os índices de fertilidade de espermatozóides criopreservados da 

cauda do epidídimo.  

 

4.1 – Experimento I: Efeito do meio diluidor utilizado na metodologia do fluxo 

retrógrado sobre a congelabilidade de espermatozóides da cauda do epidídimo eqüino. 

 

4.1.1 – Animais e Local da Pesquisa 

As atividades experimentais envolvendo a colheita dos espermatozóides da 

cauda do epidídimo, avaliação laboratorial, processamento, congelação e estocagem das 

amostras foram conduzidas no CERAN (Centro de Biotecnologia e Diagnóstico em 

Reprodução Animal) pertencente ao Departamento de Reprodução Animal e Radiologia 

Veterinária da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ), Universidade 

Estadual Paulista “Júlio de Mesquita”, UNESP, Campus de Botucatu/SP.  

Para o estudo foram utilizados 29 garanhões da raça Brasileiro de Hipismo 

(idade entre três e cinco anos) provenientes do Haras Itapuã no município de Arandu-

SP. 

  

4.1.2 – Orquiectomia Bilateral 

Durante o período pré-operatório os animais foram submetidos a jejum 

alimentar de 14 horas. O procedimento cirúrgico foi realizado com os garanhões em 

estação, utilizando 0,5 mg/Kg/i.v de cloridrato de xilazina 10% (Sedazine
®4

), associado 

a 0,05 mg/Kg/i.v de cloridrato de acepromazina 1% (Acepran
®5

)para a sedação dos 

mesmos. Após 15 minutos da administração dos sedativos, foi realizada a anti-sepsia da 

região escrotal com polivinilpirrolidona-iodo. 
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Após anestesia local intratesticular, realizada com 10 mL de cloridrato de 

lidocaína 2% com vasoconstritor, foram realizadas duas incisões de aproximadamente 8 

centímetros paralelas à rafe mediana escrotal. Os testículos foram expostos pela incisão 

da túnica dartos e da túnica vaginal parietal, tracionados e em seguida efetuou-se a 

hemostasia e incisão do funículo com o auxílio de um emasculador. 

Imediatamente após a orquiectomia, o complexo testículo-epidídimo foi 

armazenado em um saco plástico identificado, contendo 80 mL de Ringer com lactato 

de sódio. Para evitar o extravasamento de sangue e espermatozóides durante o 

transporte, o funículo espermático foi ligado com fios de seda, no entanto, o ducto 

deferente foi ligado separadamente.  

Os testículos foram acondicionados em sistemas de refrigeração passiva a 5°C - 

Botutainer
6
, até a chegada ao Laboratório de Reprodução Animal da FMVZ – UNESP – 

Botucatu, totalizando em média 6 horas de refrigeração.  

 

4.1.3 – Colheita dos Espermatozóides da Cauda do Epidídimo 

 A colheita dos espermatozóides da cauda do epidídimo foi realizada pela técnica 

de fluxo retrógrado relatada por Garde et al. (1994) e Bruemmer et al. (2002) em todos 

os grupos.  

 Os testículos foram divididos em dois grupos distintos de acordo com o diluidor 

utilizado no fluxo retrógrado. Deste modo, o ducto epididimário de um testículo de cada 

garanhão foi lavado com o meio diluidor sem pentofixilina – Botu-Sêmen
®

 (Controle).  

Em seguida, o ducto epididimário do testículo contralateral foi lavado com o meio 

diluidor contendo 7,18 mM de pentoxifilina – Botu-Turbo
®
 (PTX). Foram utilizados 40 

mL de cada diluidor, ambos previamente aquecidos a 37°C. Após a recuperação, as 

amostras com ou sem pentoxifilina foram incubadas a 37°C por 15 minutos.  

 A avaliação da concentração espermática (mm
3
) foi determinada por meio de 

câmara hematocitométrica, sob microscopia com contraste de fase
7
 em aumento de 100 

a 200 vezes. Para isso, utilizou-se uma alíquota da amostra diluída na proporção de 10 

µl da amostra para 990 µl de água destilada (1:100). O número total de espermatozóides 

recuperados de cada epidídimo foi obtido pela multiplicação da concentração 

espermática (mm
3
) pelo volume total da amostra.  
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4.1.4 – Congelação dos espermatozóides da cauda do epidídimo 

Após a avaliação das células espermáticas, duas amostras de cada grupo 

experimental (Botu-Sêmen
®
 – Controle; Botu-Turbo

®
 – 7,18 mM de PTX) foram 

submetidas à centrifugação a 600xg por 10 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi 

desprezado e os “pellets” foram ressuspendidos com o meio diluidor Botu-Crio
®1

, na 

concentração de 160 milhões de espermatozóides viáveis por mL. 

O envase foi realizado em palhetas de 0,5 mL, e então as mesmas foram 

levadas à geladeira de temperatura controlada (Minitub
8

) e permaneceram a 5°C por 

20 minutos. Posteriormente, as palhetas foram acondicionadas em caixa isotérmica com 

capacidade de 45 litros, preenchida com nitrogênio líquido até a marca de 3,5 cm de 

altura. Desta forma, as palhetas ficaram dispostas horizontalmente a 6,0 cm do nível do 

nitrogênio líquido por 20 minutos e, após este período, foram imersas no mesmo (PAPA 

et al., 2010). 

 

4.1.5 – Avaliação Laboratorial das Amostras Recuperadas da Cauda do Epidídimo   

 As análises laboratoriais, processamento, congelação e estocagem das amostras 

seminais foram conduzidas no CERAN (Centro de Biotecnologia e Diagnóstico em 

Reprodução Animal), pertencente ao Departamento de Reprodução Animal e 

Radiologia Veterinária da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ), 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, UNESP, Campus de 

Botucatu/SP. 

Os espermatozóides colhidos da cauda do epidídimo foram avaliados pelo 

método computadorizado CASA (HTM-IVOS 12
9
) imediatamente após a recuperação, 

15 minutos após a incubação, após a ressuspensão com diluidor de congelação e após 

descongelação a 46°C por 20 segundos.  

Os parâmetros de movimento espermático avaliados no presente estudo, 

correspondem, segundo Arruda et al. (2004): motilidade total (MoT,  %), representada 

pela soma de todas as células móveis; motilidade progressiva (MP, %) é porcentagem 

de células que apresentam movimento progressivo; velocidade de trajeto (VAP, μm/s) é 

a velocidade média ininterrupta do trajeto da célula; velocidade linear progressiva 

(VSL, μm/s) corresponde a velocidade média percorrida em linha reta entre os pontos 
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inicial e final do trajeto; velocidade curvilinear (VCL, μm/s) corresponde a velocidade 

média mensurada de ponto a ponto do trajeto percorrido pela célula espermática; 

amplitude do deslocamento lateral de cabeça (ALH, μm) é a largura média da oscilação 

da cabeça espermática ao longo do movimento; freqüência de batimentos (BCF; Hz) é 

freqüência com que a cabeça do espermatozóide move-se para trás e para frente durante 

um trajeto percorrido; retilinearidade (STR, %) corresponde ao valor médio da 

proporção entre VSL/VAP x 100; linearidade do movimento (LIN, %) é o valor médio 

da proporção entre VSL/VAP x 100; e espermatozóides rápidos (RAP; %).  

 A determinação da integridade da membrana plasmática (IMP, %) foi realizada 

somente nas amostras recém-recuperadas e após a descongelação à 46
o
C por 20 

segundos. Foi utilizada a combinação das sondas fluorescentes diacetato de 

carboxifluoresceína e iodeto de propídeo, segundo Harrison & Vickers (1990). Para 

tanto, retirou-se uma alíquota de 5 μL de sêmen de cada amostra avaliada, sendo 

adicionada a solução de trabalho fluorescente, composta por 96 μL de citrato de sódio 

2,94%, 10 μL de formol salino tamponado, 10 μL de iodeto de propídeo e 20 μL de 

carboxifluoresceína.  

 As amostras foram avaliadas sob lâmina e lamínula em aumento de 400x por 

microscopia de epifluorescência, permitindo a diferenciação das células portadoras de 

membrana plasmática íntegra (coloração verde devida à marcação pela 

carboxifluoresceína) ou lesada (exibindo coloração vermelha caracterizando a marcação 

pelo iodeto de propídeo, sonda exclusivamente permeável às células portadoras de 

membrana plasmática desestruturada). Para cada amostra avaliada, foram contadas 100 

células espermáticas.  

 Adicionalmente, a avaliação da fosforilação da proteína tirosina foi realizada 

como indicador da capacitação espermática, somente nas amostras descongeladas. A 

técnica foi realizada por meio da reação de imunofluorescência uma vez que, por serem 

amostras congeladas em meio diluidor com gema de ovo, a avaliação por imunoblotting 

não é factível.  A metodologia utilizada foi a mesma descrita por Pommer et al. (2003). 

Deste modo, para a avaliação da capacitação, as amostras descongeladas foram fixadas 

em 2% de paraformaldeído por 10 minutos, lavadas e ressuspendidas em solução de 

DPBS com 0,1% de Triton X-100 por 10 minutos para permeabilizar a membrana 

plasmática. Em seguida, as amostras foram incubadas por 10 minutos em solução 

bloqueadora (DPBS com 5% de BSA) e novamente lavadas e ressuspendidas em DPBS. 

As amostras preparadas foram incubadas em anticorpo monoclonal anti-fosfotirosina 
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(4G10 mAb) na concentração de 1:500 durante uma noite a 4
o
C. Após este período, as 

amostras foram novamente lavadas em DPBS e incubadas em conjugado fluorescente 

(fluorescein-conjugated goat anti-mouse Fab IgG) na concentração de 1:350 por 1 hora 

a temperatura ambiente em recipiente escuro e, em seguida, lavadas e ressuspendidas 

em DPBS para avaliação em microscópio de epi-fluorescência. Nesta avaliação foram 

observados quatro padrões de fluorescência: a) banda equatorial, b) cauda, c) banda 

equatorial e cauda e d) nenhum. Para análise deste teste, foram considerados dois 

grupos: Cauda (padrões b e c) - POSITIVO e Outros (padrões a e d) - NEGATIVO. 

 

4.1.6 – Análise Estatística 

Para as análises estatísticas foi utilizado o software Graphpad Instat
®
 3.06, 

realizando-se o teste “T de Student” para as variáveis que apresentaram distribuição 

normal, assumindo-se p<0,05 como nível de significância.  

 

4.2 – Experimento II: Influência do meio diluidor e da dose inseminante sobre os 

índices de fertilidade de espermatozóides criopreservados da cauda do epidídimo.  

 

4.2.1 – Animais e Local da Pesquisa 

 Na segunda etapa experimental, as atividades experimentais envolvendo a 

colheita dos espermatozóides da cauda do epidídimo, avaliação laboratorial, 

processamento, congelação e estocagem das amostras foram conduzidas no CERAN 

(Centro de Biotecnologia e Diagnóstico em Reprodução Animal) pertencente ao 

Departamento de Reprodução Animal e Radiologia Veterinária da Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ), Universidade Estadual Paulista “Júlio de 

Mesquita”, UNESP, Campus de Botucatu/SP.  

Para o estudo foram utilizados dois garanhões (idade entre dois a três anos), 

sendo um animal da raça Brasileiro de Hipismo, e outro da raça Quarto de Milha, 

provenientes de propriedades localizadas no município de Boituva-SP.  

Os animais foram previamente avaliados por exame andrológico. O teste de 

fertilidade foi realizado em 16 éguas com idade entre 4 e 15 anos, pertencentes ao 

Departamento de Reprodução Animal e Radiologia Veterinária da FMVZ/UNESP - 

Botucatu. 
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4.2.2 – Colheita e Congelação dos Espermatozóides da Cauda do Epidídimo  

Os garanhões foram submetidos à orquiectomia bilateral conforme descrito no 

experimento I. Os testículos foram acondicionados em sistemas de refrigeração passiva 

a 5°C - Botutainer
®
, até a chegada ao Laboratório de Reprodução Animal da FMVZ – 

UNESP – Botucatu, totalizando em média 6 horas de refrigeração.  

A colheita dos espermatozóides da cauda do epidídimo foi realizada pela 

técnica de fluxo retrógrado relatada por Garde et al. (1994) e Bruemmer et al. (2002). 

Os meios diluidores sem (Botu-Sêmen
®
 – Controle) ou com pentoxifilina (Botu-Turbo

®
 

– PTX) foram utilizados no fluxo retrógrado, uma vez que ambos demonstraram 

resultados similares após a descongelação das amostras no Experimento I.  

Visando a exclusão de possíveis efeitos individuais relacionados aos 

garanhões utilizados no experimento, optou-se pela realização de um “pool de 

espermatozóides”, evitando-se dessa forma a influência do reprodutor sobre os índices 

médios de fertilidade.  

Deste modo, os espermatozóides colhidos da cauda do epidídimo dos dois 

garanhões selecionados foram misturados integralmente executando-se a mesma 

metodologia de congelação apresentada no item 4.1.4., entretanto, os “pellets” foram 

ressuspendidos com o meio diluidor Botu-Crio
®
 na concentração de 200 milhões de 

espermatozóides viáveis por mL. 

 

4.2.3 – Avaliação Laboratorial das Amostras Recuperadas da Cauda do Epidídimo  

 Devido à similaridade da metodologia utilizada no Experimento I, as amostras 

do “pool de espermatozóides” foram avaliadas quanto aos padrões de movimento 

espermático pela técnica CASA, integridade de membrana plasmática e fosforilação da 

tirosina, sendo observadas as mesmas variáveis para cada análise conforme descrito no 

item 4.1.5.    

 

4.2.4 – Teste de Fertilidade 

 Para a realização do teste de fertilidade foram utilizadas 16 éguas. Cada uma 

delas foi submetida à inseminação artificial por três ciclos, totalizando 48 ciclos. Cada 

égua foi inseminada com os seguintes grupos: 800x10
6
 espermatozóides recuperados 

com o meio diluidor sem pentoxifilina (800 Controle), 100x10
6
 espermatozóides 
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recuperados com diluidor sem pentoxifilina (100 Controle) e 100x10
6
 espermatozóides 

recuperados com o diluidor com pentoxifilina (100 PTX). 

As éguas foram distribuídas aleatoriamente e utilizadas nos três grupos testados 

(800 Controle, 100 Controle, 100 PTX). Os animais foram monitorados por exame 

ultra-sonográfico transretal e depois da constatação de um folículo com 35 mm, a 

ovulação foi induzida com 1 mg de Acetato de Deslorelina. Após 34 horas da 

administração do indutor de ovulação, as éguas foram monitoradas por ultrassonografia 

a cada 6 horas até a detecção da ovulação. Neste momento, as fêmeas foram 

inseminadas de acordo com o grupo inseminante.   

Para a realização das inseminações, as palhetas foram descongeladas a 46ºC por 

20 segundos, introduzidas em uma pipeta flexível
10

 e com auxílio de um mandril, os 

espermatozóides foram depositados na extremidade do corno ipsilateral à ovulação. 

 O diagnóstico de gestação foi realizado entre 12 e 15 dias após a ovulação, com 

o auxílio do ultra-som (Pie Medical Falcon 100 Vet)
11

. 

 

4.2.5 – Análise Estatística 

Os resultados de concepção foram analisados por meio teste exato de Fisher por 

meio do programa Graphpad Instat
®
 3.06, assumindo-se p<0,05 como nível de 

significância.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 

 
10

 Minitub do Brasil Ltda, Porto Alegre-RS, Brasil 
11

 Nutricel, Ltda. 
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5.0 – RESULTADOS 

 

5.1 – Experimento I: Efeito do meio diluidor utilizado no fluxo retrógrado sobre a 

congelabilidade de espermatozóides da cauda do epidídimo eqüino. 

 A média de espermatozóides recuperados da cauda do epidídimo por meio da 

técnica de fluxo retrógrado foi de aproximadamente 14,38 x 10
9 

de 

espermatozóides/epidídimo.   

 Os resultados apresentados para cada uma das variáveis do movimento 

espermático e avaliação da fosforilação da tirosina, de acordo com o meio diluidor 

utilizado no fluxo retrógrado após a recuperação, incubação à 37
o
C/15 minutos,  

centrifugação e ressuspensão com o meio diluidor de congelação, e descongelação 

encontram-se sumarizados nas TABELAS-1 a 7.  

  Os dados apresentados na TABELA 1 e 2 demonstram diferenças significativas 

para os valores médios de motilidade total, motilidade progressiva, velocidade de 

trajeto, velocidade progressiva, velocidade curvilinear, e porcentagem de 

espermatozóides rápidos de acordo com o diluidor utilizado no fluxo retrógrado, nos 

momentos pós-recuperação ou pós-incubação à 37
o
C por 15 minutos. Entretanto, 

somente nas amostras recém-recuperadas com pentoxifilina (TABELA 1), foi observada 

diferença significativa na freqüência de batimento flagelar.   

 Não houve diferença significativa na integridade de membrana plasmática nas 

amostras recém-recuperadas (TABELA 1) entre os diluidores utilizados.  

Após a centrifugação e ressuspensão com o diluidor de congelação (TABELA 

3), diferenças significativas foram observadas somente na motilidade progressiva e na 

linearidade do movimento das amostras analisadas. 

Não foram observadas diferenças significativas para as variáveis do movimento 

espermático, integridade de membrana plasmática e fosforilação da tirosina após a 

descongelação das amostras sem ou com pentoxifilina (TABELA 4 e 5).  

Ao analisar os meios diluidores individualmente, de acordo com os momentos, 

foram observadas diferenças significativas nos resultados das variáveis do movimento 

espermático entre as amostras recém-recuperadas, após a incubação à 37
o
C por 15 

minutos, centrifugação e ressuspensão em meio diluidor de congelação e após a 

descongelação das amostras sem ou com pentoxifilina (TABELA 6 e 7).   

Não foram observadas diferenças significativas entre as amostras sem ou com 

pentoxifilina após a descongelação. Entretanto, ao analisar os meios diluidores 
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separadamente, diferenças significativas foram encontradas entre as amostras recém-

recuperadas e após a descongelação (FIGURA 4).   

  

TABELA – 1: Valores médios e desvios padrão da motilidade total (MoT; %), 

progressiva (MP; %), velocidade de trajeto (VAP; μm/s), velocidade linear progressiva 

(VSL; μm/s), velocidade curvilinear (VCL; μm/s), amplitude do deslocamento lateral de 

cabeça (ALH; μm), freqüência de batimentos (BCF; Hz), retilinearidade (STR; %), 

linearidade do movimento (LIN; %) e espermatozóides rápidos (Rap; %) e integridade 

de membrana plasmática (IMP; %) das amostras recém-recuperadas em diluidor sem 

(Botu-Sêmen
®
 – Controle) ou com pentoxifilina (Botu-Turbo

®
 – PTX).  

Variáveis Controle PTX P-valor Resultados 

MoT (%) 17,14  14,03
a
 53,33  21,92

b
 <0,0001 SD 

MP (%) 5,55  6,04
a
 20,62  11,26

b
 <0,0001 SD 

VAP (µm/s) 76,79  9,94
a
 103,76  16,79

b
 <0,0001 SD 

VSL (µm/s) 60,31  11,32
a
 77,03  11,45

b
 <0,0001 SD 

VCL (µm/s) 150,52  25,03
a
 194,9  30,19

b
 <0,0001 SD 

ALH (µm) 7,12  2,22 9,96 12, 99 0,2518 NS 

BCF (Hz) 26,24  5,8
a
 28,76  3,16

b
 0,0447 SD 

STR (%) 74,86  4,43 73,93  4,21 0,4154 NS 

LIN (%) 43,17  9,22 40,19  2,98 0,1913 NS 

Rap (%) 9,45  8,91
a
 43,86  22,19

b
 <0,0001 SD 

IMP (%) 73,79  13,52 76,07  12,98 0,5158 NS 

Valores seguidos por letras diferentes (a,b) dentro da mesma linha denotam as 

diferenças estatísticas (p<0,05). SD = diferença significativa; NS= sem diferença 

estatística. 
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TABELA – 2: Valores médios e desvios padrão da motilidade total (MoT; %), 

progressiva (MP; %), velocidade de trajeto (VAP; μm/s), velocidade linear progressiva 

(VSL; μm/s), velocidade curvilinear (VCL; μm/s), amplitude do deslocamento lateral de 

cabeça (ALH; μm), freqüência de batimentos (BCF; Hz), retilinearidade (STR; %), 

linearidade do movimento (LIN; %) e espermatozóides rápidos (Rap; %) das amostras 

incubadas à 37
o
C por 15 minutos em diluidor sem (Botu-Sêmen

®
 – Controle) ou com 

pentoxifilina (Botu-Turbo
®
 – PTX). 

Variáveis Controle  PTX P-valor Resultados 

MoT (%) 44,10  26,20
a
 66,93  19,24

b
 0,0004 SD 

MP (%) 14,17  11,37
a
 24,48  10,92

b
 0,0009 SD 

VAP (µm/s) 88,62  15,90
a
 104,79  15,68

b
 0,0003 SD 

VSL (µm/s) 64,72  11,53
a
 77,72  11,16

b
 <0,0001 SD 

VCL (µm/s) 171,90  31,26
a
 200,66  28,31

b
 0,0005 SD 

ALH (µm) 7,59  1,11 7,88  25,79 0,2240 NS 

BCF (Hz) 25,79  4,78 27,07  3,68 0,2600 NS 

STR (%) 73,07  4,57 72,86  4,36 0,8605 NS 

LIN (%) 39,31  3,63 39,66  3,82 0,7257 NS 

Rap (%) 32,52  23,39
a
 56,31  21,84

b
 0,0002 SD 

Valores seguidos por letras diferentes (a,b) dentro da mesma linha denotam as 

diferenças estatísticas (p<0,05). SD = diferença significativa; NS= sem diferença 

estatística.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



27 

 

 

 

TABELA – 3: Valores médios e desvios padrão da motilidade total (MoT; %), 

progressiva (MP; %), velocidade de trajeto (VAP; μm/s), velocidade linear progressiva 

(VSL; μm/s), velocidade curvilinear (VCL; μm/s), amplitude do deslocamento lateral de 

cabeça (ALH; μm), freqüência de batimentos (BCF; Hz), retilinearidade (STR; %), 

linearidade do movimento (LIN; %) e espermatozóides rápidos (Rap; %) das amostras 

recuperadas em diluidor sem (Botu-Sêmen
®
 – Controle) ou com pentoxifilina (Botu-

Turbo
®
 – PTX), após a centrifugação e ressuspensão com o diluidor de congelação 

Botu-Crio
®
 . 

Variáveis Controle PTX P-valor Resultados 

MoT (%) 82,00  8,49 84,45  7,88 0,2599 NS 

MP (%) 31,93  8,31
a
 37,52  8,24

b
 0,0129 SD 

VAP (µm/s) 106,62  10,95 107,86  10,78 0,6652 NS 

VSL (µm/s) 78,07  7,59 81,59  7,56 0,0824 NS 

VCL (µm/s) 202,38  20,50 202,34  19,62 0,9948 NS 

ALH (µm) 12,08  16,9 7,32  0,65 0,1845 NS 

BCF (Hz) 27,59  3,78 29,48  3,55 0,1047 NS 

STR (%) 72,72  4,21 73,90  6,54 0,4202 NS 

LIN (%) 39,14  3,14
a
 42,62  6,84

b
 0,0157 SD 

Rap (%) 70,52  12,97 76,07  10,78 0,0817 NS 

Valores seguidos por letras diferentes (a,b) dentro da mesma linha denotam as 

diferenças estatísticas (p<0,05). SD = diferença significativa; NS= sem diferença 

estatística.  
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TABELA – 4: Valores médios e desvios padrão da motilidade total (MoT; %), 

progressiva (MP; %), velocidade de trajeto (VAP; μm/s), velocidade linear progressiva 

(VSL; μm/s), velocidade curvilinear (VCL; μm/s), amplitude do deslocamento lateral de 

cabeça (ALH; μm), freqüência de batimentos (BCF; Hz), retilinearidade (STR; %), 

linearidade do movimento (LIN; %), espermatozóides rápidos (Rap; %) e integridade de 

membrana plasmática (IMP; %) das amostras recuperadas em diluidor sem (Botu-

Sêmen
®
 – Controle) ou com pentoxifilina (Botu-Turbo

®
 – PTX) e criopreservadas com 

o diluidor de congelação Botu-Crio
®
 após a descongelação à 46

o
C por 20 segundos.  

Variáveis Controle PTX P-valor Resultados 

MoT (%) 63,07  14,88 69,72  14,02 0,0851 NS 

MP (%) 27,03  12,77 30,38  11,91 0,3068 NS 

VAP (µm/s) 85,76  12,89 87,69  12,14 0,5593 NS 

VSL (µm/s) 68,59  9,52 70,34  8,37 0,4580 NS 

VCL (µm/s) 158,31  20,70 160,59  20,36 0,6745 NS 

ALH (µm) 6,31  0,74 6,21  0,71 0,6008 NS 

BCF (Hz) 34,79  4,20 35,38  3,88 0,5827 NS 

STR (%) 79,79  3,72 80,38  4,02 0,5666 NS 

LIN (%) 44,66  3,37 45,31  3,54 0,4733 NS 

Rap (%) 41,86  19,29 48,21  18,84 0,2103 NS 

IMP (%) 38,00  9,55 37,76  10,09 0,8627 NS 

Valores seguidos por letras diferentes (a,b) dentro da mesma linha denotam as 

diferenças estatísticas (p<0,05). SD = diferença significativa; NS= sem diferença 

estatística.  

 

TABELA – 5: Valores médios e desvios da avaliação da fosforilação da tirosina das 

amostras recuperadas em diluidor sem (Botu-Sêmen
®
 – Controle) ou com pentoxifilina 

(Botu-Turbo
®
 – PTX)  e criopreservadas com o diluidor de congelação Botu-Crio

®
. 

Variável    Controle PTX P-valor Resultados 

Fosforilação da 

Tirosina (%) 
37,14  17,20 43,66  20,99 0,2012 NS 

Valores seguidos por letras diferentes (a,b) dentro da mesma linha denotam as 

diferenças estatísticas (p<0,05). SD = diferença significativa; NS= sem diferença 

estatística.  
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TABELA – 6: Valores médios e desvios padrão da motilidade total (MoT; %), 

progressiva (MP; %), velocidade de trajeto (VAP; μm/s), velocidade linear progressiva 

(VSL; μm/s), velocidade curvilinear (VCL; μm/s), amplitude do deslocamento lateral de 

cabeça (ALH; μm), freqüência de batimentos (BCF; Hz), retilinearidade (STR; %), 

linearidade do movimento (LIN; %) e espermatozóides rápidos (Rap; %) das amostras 

após a recuperação (T0) e incubação à 37
o
C por 15 minutos (T15) em diluidor sem 

pentoxifilina (Botu-Sêmen
® 

– Controle), após a centrifugação e ressupensão em  Botu-

Crio
®
 e descongelação à 46

o
C por 20 segundos.   

Controle 

Variáveis T0  T15 Pós-ressuspensão Pós-descongelação 

MoT (%) 17,14  14,03
a 

44,10  26,20
b
 82,00  8,49

c
 63,07  14,88

d
 

MP (%) 5,55  6,04
a
 14,17  11,37

b
 31,93  8,31

c
 27,03  12,77

c
 

VAP (µm/s) 76,79  9,94
a
 88,62  15,90

b
 106,62  10,95

c
 85,76  12,89

bd
 

VSL (µm/s) 60,31  11,32
a
 64,72  11,53

ac
 78,07  7,59

b
 68,59  9,52

c
 

VCL (µm/s) 150,52  25,03
a
 171,90  31,26

b
 202,38  20,50

c
 158,31  20,70

ab
 

ALH (µm) 7,12  2,22
ab 

 7,59  1,11
a 
 12,08  16,9

a
  6,31  0,74

b 
 

BCF (Hz) 26,24  5,8
a
 25,79  4,78

a
 27,59  3,78

a
 34,79  4,20

b
 

STR (%) 74,86  4,43
a
 73,07  4,57

a
 72,72  4,21

a
 79,79  3,72

b
 

LIN (%) 43,17  9,22
a
 39,31  3,63

b
 39,14  3,14

b
 44,66  3,37

a
 

Rap (%) 9,45  8,91
a
 32,52  23,39

b
 70,52  12,97

c
 41,86  19,29

bd
 

Valores seguidos por letras diferentes (a,b,c,d) dentro da mesma linha denotam as 

diferenças estatísticas (p<0,05). SD = diferença significativa; NS= sem diferença 

estatística.  
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TABELA – 7: Valores médios e desvios padrão da motilidade total (MoT; %), 

progressiva (MP; %), velocidade de trajeto (VAP; μm/s), velocidade linear progressiva 

(VSL; μm/s), velocidade curvilinear (VCL; μm/s), amplitude do deslocamento lateral de 

cabeça (ALH; μm), freqüência de batimentos (BCF; Hz), retilinearidade (STR; %), 

linearidade do movimento (LIN; %) e espermatozóides rápidos (Rap; %) das amostras 

após a recuperação (T0) e incubação à 37
o
C por 15 minutos (T15) em diluidor com 

pentoxifilina (Botu-Turbo
®
) após a centrifugação e ressupensão em  Botu-Crio

®
 e 

descongelação à 46
o
C por 20 segundos.   

7,18 mM Pentoxifilina 

Variáveis T0  T15 Pós-ressuspensão Pós-descongelação 

MoT (%) 53,33  21,92
a
 66,93  19,24

b
 84,45  7,88

c
 69,72  14,02

bd
 

MP (%) 20,62  11,26
a
 24,48  10,92

ac
 37,52  8,24

b
 30,38  11,91

bc
 

VAP (µm/s) 103,76  16,79
a
 104,79  15,68

a
 107,86  10,78

a
 87,69  12,14

b
 

VSL (µm/s) 77,03  11,45
abc

 77,72  11,16
ab

 81,59  7,56
a
 70,34  8,37

c
 

VCL (µm/s) 194,9  30,19
a
 200,66  28,31

a
 202,34  19,62

a
 160,59  20,36

b
 

ALH (µm) 9,96 12, 99
a 

7,88  25,79
a 

7,32  0,65
a 

6,21  0,71
b 

BCF (Hz) 28,76  3,16
a
 27,07  3,68

a
 29,48  3,55

a
 35,38  3,88

b
 

STR (%) 73,93  4,21
a
 72,86  4,36

a
 73,90  6,54

a
 80,38  4,02

b
 

LIN (%) 40,19  2,98
a
 39,66  3,82

a
 42,62  6,84

ab
 45,31  3,54

b
 

Rap (%) 43,86  22,19
a
 56,31  21,84

a
 76,07  10,78

b
 48,21  18,84

a
 

Valores seguidos por letras diferentes (a,b,c,d) dentro da mesma linha denotam as 

diferenças estatísticas (p<0,05). SD = diferença significativa; NS= sem diferença 

estatística.  
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FIGURA – 4: Integridade de membrana plasmática (%) das amostras após a 

recuperação ou após a descongelação em diluidor sem (Controle) ou com 7,18 mM de 

pentoxifilina (PTX). * Indicam diferenças significativas entre os tratamentos Controle e 

PTX nos diferentes momentos (p<0,05). 
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5.2. Experimento II: Influência do meio diluidor e da dose inseminante sobre os 

índices de fertilidade de espermatozóides criopreservados da cauda do epidídimo.  

 

5.2.1 – Avaliação Laboratorial do “Pool de Espermatozóides” Recuperados da Cauda 

do Epidídimo 

A média de espermatozóides recuperados da cauda do epidídimo pela técnica de 

fluxo retrógrado obtido no Experimento II foi de aproximadamente 11,12 x 10
9 

de 

espermatozóides/epidídimo.   

Os resultados descritivos referentes a avaliação in vitro das amostras 

recuperadas da cauda do epidídimo destinadas às inseminações artificiais (“pool de 

espermatozóides”) encontram-se sumarizados nas TABELAS 8 a 10.  

 A integridade de membrana foi de 20,7%, para a amostra sem pentoxifilina e 

23,8% para a amostra com pentoxifilina.  
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TABELA – 8: Valores da motilidade total (MoT; %), progressiva (MP; %), velocidade 

de trajeto (VAP; μm/s), velocidade linear progressiva (VSL; μm/s), velocidade 

curvilinear (VCL; μm/s), amplitude do deslocamento lateral de cabeça (ALH; μm), 

freqüência de batimentos (BCF; Hz), retilinearidade (STR; %), linearidade do 

movimento (LIN; %) e espermatozóides rápidos (Rap; %) para o “pool de 

espermatozóides” recém-recuperado (T0) em diluidor sem (Botu-Sêmen
®
 – Controle) 

ou com pentoxifilina (Botu-Turbo
®
 – PTX) e após a incubação à 37

o
C por 15 minutos 

(T15).  

 T0 T15 

Variáveis Pool Controle Pool PTX Pool Controle Pool PTX 

MoT (%) 30 78 63 79 

MP (%) 12 37 24 38 

VAP (µm/s) 94 129 113 129 

VSL (µm/s) 76 100 84 100 

VCL (µm/s) 170 228 206 227 

ALH (µm) 6,5 7,6 7,7 7,5 

BCF (Hz) 30 32 29 31 

STR (%) 79 75 74 75 

LIN (%) 45 44 41 43 

Rap (%) 18 69 50  70 
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TABELA – 9: Valores da motilidade total (MoT; %), progressiva (MP; %), velocidade 

de trajeto (VAP; μm/s), velocidade linear progressiva (VSL; μm/s), velocidade 

curvilinear (VCL; μm/s), amplitude do deslocamento lateral de cabeça (ALH; μm), 

freqüência de batimentos (BCF; Hz), retilinearidade (STR; %), linearidade do 

movimento (LIN; %) e espermatozóides rápidos (Rap; %) para o “pool de 

espermatozóides” recuperados da cauda do epidídimo em diluidor sem (Botu-Sêmen
®
 – 

Controle) ou com pentoxifilina (Botu-Turbo
®

 – PTX) após a centrifugação e 

ressuspensão com o diluidor de congelação Botu-Crio
®
 e após a descongelação. 

 Pós-ressuspensão Pós-descongelação 

Variáveis Pool Controle Pool PTX Pool Controle Pool PTX 

MoT (%) 84 86 80 74 

MP (%) 41 39 33 40 

VAP (µm/s) 104 113 84 86 

VSL (µm/s) 80 84 68 72 

VCL (µm/s) 193 211 154 159 

ALH (µm) 6,7 7,2 6,2 6,2 

BCF (Hz) 32 31 33 34 

STR (%) 76 75 79 83 

LIN (%) 43 42 45 46 

Rap (%) 75 78 53 56 

 

 

 

TABELA – 10: Valores médios e desvios da avaliação da fosforilação da tirosina das 

amostras recuperadas em diluidor sem (Botu-Sêmen
®
 – Controle) ou com pentoxifilina 

(Botu-Turbo
®
 – PTX) e criopreservadas com o diluidor de congelação Botu-Crio

®
. 

Variável Controle PTX 

Fosforilação da 

Tirosina (%) 
10 17 
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5.2.2  –  Avaliação dos Índices de Fertilidade 

 O índice de concepção para as éguas inseminadas nos grupos 800 Controle, 100 

Controle e 100 PTX foi de 68% (11/16), 31,25% (5/16) e 50% (8/16), respectivamente. 

Desta forma, foi observada tendência (p=0,07) para os índices de concepção das éguas 

inseminadas nos grupos 800 Controle e 100 PTX, demonstrando similaridade entre as 

diferentes doses inseminantes, de acordo com o meio diluidor utilizado (TABELA 11).    

Foi observada influência da dose inseminante sobre os índices de concepção ao 

considerar os três grupos inseminantes; 800 Controle, 100 Controle e 100 PTX (p<0,05; 

TABELA 12). 

 Os índices de concepção para éguas inseminadas em função da dose 

inseminante, independente do diluidor utilizado na recuperação dos espermatozóides da 

cauda do epidídimo foi de 68% (11/16) para o grupo inseminado com 800x10
6
 de 

espermatozóides e 40,62 % (13/32) no grupo inseminado com 100x10
6
 de 

espermatozóides. Não foram encontradas diferenças significativas entre as doses 

inseminantes utilizadas no presente experimento, independente do meio diluidor 

utilizado (TABELA 13).   

Da mesma forma, não foram encontradas diferenças significativas nos índices de 

concepção em função do meio diluidor utilizado, independente da dose inseminante 

(TABELA 14), onde os índices de concepção foram de 50% (16/32) para o meio 

diluidor sem pentoxifilina e 50% (8/16) para o meio diluidor com pentoxifilina.   
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TABELA – 11: Índices de concepção para éguas inseminadas de acordo com o meio 

diluidor utilizado na recuperação dos espermatozóides da cauda do epidídimo e da dose 

inseminante.  

Tratamento Dose Inseminante N Prenhez (n) Concepção (%) 

Controle 800 x 10
6
 sptz 16 11 68,75

a 

Controle 100 x 10
6
 sptz 16 5 31,25

b
 

PTX 100 x 10
6
 sptz 16 8 50

ab
 

Valores seguidos por letras diferentes (a,b) dentro da mesma coluna denotam as 

diferenças estatísticas (p=0,07). PTX: pentoxifilina; Sptz: espermatozóides.   

 

 

 

TABELA – 12: Efeito das variáveis meio diluidor e dose inseminante sobre os índices 

de concepção. 

Parâmetros P-valor Resultados 

Meio diluidor 0,2837 NS 

Dose Inseminante 0,0387 SD 

SD = diferença significativa; NS= sem diferença estatística. 

 

 

 

TABELA – 13: Índices de concepção para éguas inseminadas em função da dose 

inseminante, independente do diluidor utilizado na recuperação dos espermatozóides da 

cauda do epidídimo. 

Tratamento N Prenhez (n) Concepção (%) 

800 x 10
6
 sptz 16 11 68,75 

100 x 10
6
 sptz 32 13 40,62 

Valores seguidos por letras diferentes (a,b) dentro da mesma coluna denotam as 

diferenças estatísticas (p<0,05). Sptz: espermatozóides. 
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TABELA – 14: Índices de concepção para éguas inseminadas em função do meio 

diluidor utilizado na recuperação dos espermatozóides da cauda do epidídimo, 

independente da dose inseminante aplicada. 

Tratamento N Prenhez (n) Concepção (%) 

Controle 32 16 50 

Pentoxifilina 16 8 50 

Valores seguidos por letras diferentes (a,b) dentro da mesma coluna denotam as 

diferenças estatísticas (p<0,05).   

 

 

6.0  – DISCUSSÃO 

  

6.1 – Experimento I 

 No Experimento I foi avaliado o efeito do meio diluidor utilizado na 

metodologia do fluxo retrógrado sobre a congelabilidade de espermatozóides da cauda 

do epidídimo eqüino.   

 A técnica do fluxo retrógrado mostrou-se eficaz na recuperação dos 

espermatozóides da cauda do epidídimo ao obtermos a concentração de 

aproximadamente 14,38 x 10
9 

de espermatozóides/epidídimo. A grande quantidade de 

células espermáticas recuperadas se deve a função de reservatório espermático exercida 

pela cauda do epidídimo (COSENTINO & COCKETT, 1986). Durante a ejaculação, 

apenas parte destas células presentes no reservatório espermático é liberada juntamente 

com o produto das glândulas acessórias, recuperando-se em média a concentração de 

5x10
9 

de espermatozóides/ejaculado (SQUIRES et al., 1982).  

 Diferentemente dos espermatozóides do ejaculado, as células espermáticas 

recuperadas da cauda do epidídimo encontram-se em sua maioria imóveis após a 

colheita, como demonstrado na TABELA 1, isto devido ao fato de que estas células 

permanecem quiescentes nos fluidos epididimários (TURNER & REICH, 1985).  

 No entanto, as amostras recuperadas em meio diluidor com pentoxifilina 

diferiram significativamente nas variáveis MoT, MP, VAP, VSL, VCL e Rap, tanto 

após a recuperação quanto após a incubação à 37
o
C por 15 minutos, provavelmente pelo 

aumento dos níveis intra-espermáticos de AMPc promovido pela pentoxifilina, 

concordando com resultados de Guasti et al. (2009).  
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De acordo com relatos na literatura, o desenvolvimento da motilidade está 

associado ao aumento dos níveis intra-espermáticos de pH, AMPc e íons cálcio, 

mediadores responsáveis pela ativação da cinética espermática (HOSKINS  et al., 1978; 

KANN & SERRES, 1980), assim como a remoção de proteínas imobilizadoras que 

aumentam a viscosidade do fluido epididimário e dificultam a movimentação das 

células espermáticas (USSELMANN & CONE, 1983). Deste modo, é possível que a 

metodologia do fluxo retrógrado utilizada no presente estudo proporcionou a diluição 

das células espermáticas e a dispersão dos fatores imobilizadores do fluido 

epididimário, que juntamente aos efeitos da pentoxifilina, causaram o aumento nos 

padrões de movimento espermático, como descrito na TABELA 1 e 2.    

 Resultados similares foram observados por Goulart et al. (2004), onde foi 

adicionado ao sêmen equino um meio diluidor a base de leite desnatado contendo 3,6 

mM de pentoxifilina. Foi demonstrado um incremento na cinética espermática nas 

variáveis MoT, MP, VSL e VAP das amostras com pentoxifilina incubadas à 37
o
C por 

30, 60 e 120 minutos, previamente a refrigeração por 48 horas.  

 No entanto, Hassanpour et al. (2010) adicionaram um meio diluidor contendo 10 

mM de pentoxifilina aos espermatozóides colhidos da cauda do epidídimo de carneiros 

e observaram um decréscimo nas variáveis MP, VSL, VAP, ALH e LIN após a 

incubação por 60 minutos à 38
o
C. Tais resultados discordam com os resultados 

descritos na TABELA 2, possivelmente o menor tempo de incubação utilizado em 

nosso estudo (15 minutos) preservou a cinética espermática das células.  

 Em relação à variável freqüência de batimento (BCF, Hz) houve diferença 

significativa somente nas amostras epididimárias recém-recuperadas em meio diluidor 

com pentoxifilina. Desta forma, o aumento intra-espermático de AMPc, causado pela 

pentoxifilina, pode ter promovido efeitos diretos no controle flagelar do espermatozóide 

(SABERWAL et al., 2002).  

 De acordo com Suarez et al. (1991), altos índices de BCF poderiam facilitar a 

penetração na zona pelúcida. Considerando que os espermatozóides da cauda do 

epidídimo possuem baixos parâmetros de movimentação após a colheita, a incubação 

destas células espermáticas recém-recuperadas em pentoxifilina poderia exercer um 

efeito satisfatório sobre o processo de fertilização. No entanto, após 15 minutos de 

incubação 37
o
C, não foi observada diferença significativa nesta variável entre as 

amostras analisadas.  
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 Adicionalmente, as amostras recém-recuperadas em diluidor com pentoxifilina 

demonstraram maior número de espermatozóides móveis em comparação às amostras 

recém-recuperadas em diluidor sem a presença desta substância. Isto se deve ao fato de 

que os espermatozóides da cauda do epidídimo se mantêm quiescentes em seu fluido 

nativo, entretanto após a diluição, seja em meio diluidor ou plasma seminal, estas 

células podem exercer capacidade total de motilidade (TURNER & HOWARD, 1978). 

Este fato discorda com os relatos de Tesarik et al. (1992), onde os autores relatam que a 

pentoxifilina não aumenta o número de espermatozóides móveis, apenas promove a 

melhora dos parâmetros espermáticos das células móveis. Provavelmente, este resultado 

se deve a origem das amostras avaliadas, no qual foram utilizados somente 

espermatozóides do ejaculado, onde em condições normais, a maioria das células 

espermáticas apresenta movimentação. No entanto, nossos resultados concordam com 

os achados de Ponce et al. (1999) onde foi observado um aumento no número de 

espermatozóides móveis após a adição de 5 mM pentoxifilina nas amostras recuperadas 

da cauda do epidídimo de camundongos.  

 Não houve diferença significativa na avaliação de integridade da membrana 

plasmática entre as amostras recém-recuperadas em diluidor sem ou com pentoxifilina. 

Tal resultado indica que a presença da pentoxifilina não afetou a viabilidade das células 

espermáticas e o diluidor contendo esta substância pode ser utilizado na metodologia do 

fluxo retrógrado, com intuito de melhorar a cinética espermática após a recuperação dos 

espermatozóides da cauda do epidídimo. 

 Segundo Martínez-Rodriguez (2005), algumas variáveis geradas pela técnica 

CASA, como a linearidade espermática, parecem apresentar uma maior correlação com 

a fertilidade. Os resultados do presente experimento demonstraram diferenças 

significativas entre as amostras sem ou com pentoxifilina somente nas variáveis MP e 

LIN, após a centrifugação e ressuspensão em meio diluidor de congelação. Tais dados 

indicam que as amostras congeladas com pentoxifilina possuem maior capacidade de 

fertilização do que as amostras sem esta substância.  

Em relação ao movimento espermático e a integridade de membrana plasmática 

após a descongelação, não houve diferença significativa entre as amostras recuperadas 

em meio diluidor sem ou com pentoxifilina, como descrito na TABELA 4. Tais 

resultados corroboram com os achados de Stanic et al. (2002), onde a adição de 

pentoxifilina previamente ao processo de congelação não promoveu melhoria nas 

amostras descongeladas.  
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 No entanto, diferenças significativas nas variáveis espermáticas foram 

encontradas ao analisar individualmente cada diluidor, nos momentos antes e após a 

descongelação. Estes resultados podem ser justificados pelo esgotamento do substrato 

energético da célula espermática que ocorre durante o processo de criopreservação, 

independente da presença ou não da pentoxifilina, corroborando com relatos anteriores 

(GRADIL & BALL, 2000; STANIC et al., 2002; ESTEVES et al., 2007). 

 Discordando com estes resultados, Brennan e Holden (1995) verificaram que a 

adição de 1mM ou 3mM de pentoxifilina ao meio de congelação, promoveu um 

aumento significativo na motilidade espermática das amostras descongeladas de sêmen 

humano.  

 Deste modo, nossos resultados indicam que a adição de pentoxifilina 

previamente a congelação não promoveu resposta nos espermatozóides epididimários 

equinos após a descongelação, em termos de motilidade e viabilidade, devido aos danos 

causados à membrana espermática durante o processo de criopreservação ou pela 

concentração insuficiente de pentoxifilina utilizada no presente experimento. Além 

disso, de acordo com Wade et al. (2003), a pentoxifilina parece ter efeito imediato e 

transitório sobre os níveis de AMPc, o justifica a supressão dos efeitos desta substância 

nos diferentes momentos sobre os padrões de motilidade espermática. 

  Entretanto, estudos indicam que a adição de pentoxifilina após a descongelação 

do sêmen equino melhora a cinética espermática (GRADIL & BALL, 2000; 

MARQUES et al., 2002). O baixo estado metabólico dos espermatozóides após a 

descongelação acarreta a presença de uma grande proporção de células espermáticas 

imóveis com a membrana íntegra (MAKLER et al., 1980). Assim, a adição de 

pentoxifilina ao sêmen descongelado parece melhorar os padrões de movimento 

espermático destes espermatozóides pelo aumento dos níveis intracelulares de AMPc 

(GRADIL & BALL, 2000).  

  A pentoxifilina ao estimular a movimentação dos espermatozóides, pode 

também levar a capacitação espermática. Do mesmo modo, a criopreservação pode 

levar a reorganização da membrana plasmática e consequentemente promover a 

capacitação precoce, processo este denominado “criocapacitação” (BAILEY et al., 

2000). No entanto, de acordo com a TABELA 5, não foi encontrada diferença 

significativa na avaliação da fosforilação da tirosina nas amostras recuperadas sem ou 

pentoxifilina após a descongelação, indicando que não ocorreu o processo de 

capacitação espermática.     
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 Ainda, Visconti et al. (1995) indicam que a fosforilação da tirosina na presença 

de substâncias estimulantes, como a pentoxifilina, ocorre de modo dose-dependente, e 

na ausência destas substâncias, o processo é tempo-dependente. Nesse sentido, 

presume-se que a concentração de pentoxifilina e o tempo de incubação utilizado não 

foram suficientes para promover tal processo no presente experimento.  

 Os baixos valores de motilidade encontrados nas amostras recém-recuperadas se 

devem ao fato de que os espermatozóides na cauda do epidídimo, em sua maioria, se 

encontram imóvel, como demonstrado na TABELA 6 e 7. A manutenção da quiescência 

dos espermatozóides no epidídimo representa uma estratégia biológica fundamental 

para a prevenção do gasto energético e mecânico das células espermáticas, auxiliando, 

desta forma, o armazenamento dos espermatozóides na cauda epididimária (TURNER 

& REICH, 1985). 

 Após a incubação à 37
o
C por 15 minutos foi observado um aumento nos padrões 

do movimento espermático. Estes resultados indicam que os substratos energéticos e o 

pH do meio diluidor levaram a melhora da cinética dos espermatozóides. Além disso, a 

diluição promove a dispersão dos fatores inibidores da motilidade, presentes no fluido 

epididimário (TURNER & REICH, 1985).   

 Após a centrifugação e ressuspensão, as amostras demonstraram valores 

significativamente superiores em relação às amostras recém-recuperadas ou após a 

incubação. É possível que o processo de centrifugação, ao separar a fração espermática, 

possibilitou a remoção dos fatores inibidores da motilidade presentes no fluido 

epididimário. Do mesmo modo, a ressuspensão das amostras em meio de congelação a 

base de gema de ovo Botu-Crio


, melhorou a cinética espermática dos espermatozóides, 

provavelmente, devido aos substratos energéticos contidos neste meio. Resultados 

similares foram reportados por Turner e Reich (1985) ao observarem que a adição de 

5% de gema de ovo ao meio diluidor aumentou a motilidade de espermatozóides recém-

recuperados da cauda do epidídimo de humanos.  

 Assim, podemos sugerir que a centrifugação e ressuspensão das amostras 

recuperadas da cauda do epidídimo equino possibilitaram a expressão total da 

motilidade dos espermatozóides epididimários, sendo semelhante aos valores do 

ejaculado. 
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6.2 – Experimento II 

 No Experimento II foi avaliada a influência do meio diluidor e da dose 

inseminante sobre os índices de fertilidade de espermatozóides criopreservados da 

cauda do epidídimo.  

 Em nosso trabalho os resultados finais de concepção com espermatozóides do 

epidídimo equino foram de 50%, independente do meio diluidor utilizado e da dose 

inseminante. Os dados gerados encontram-se próximos aos valores de fertilidade 

obtidos com sêmen congelado do ejaculado (MONTEIRO, 2010).  

 De acordo com a TABELA 11, foi observada tendência (p=0,07) entre os grupos 

800 Controle e 100 PTX. Tais resultados podem ser justificados pelo reduzido número 

de éguas inseminadas impossibilitando a obtenção de diferenças significativas (p<0,05) 

entre os grupos. Com base nestes dados, é possível que o índice superior de fertilidade 

encontrado no grupo 800 Controle se deve ao maior número de espermatozóides 

acessórios por oócito, ao compensar até mesmo as perdas espermáticas ocorridas 

durante o processo de congelação e o próprio transporte espermático no interior do trato 

feminino quando comparado ao grupo 100 Controle.   

 Com a similaridade do índice de concepção evidenciada entre os grupos 

inseminantes 800 Controle e 100 PTX (p=0,07) podemos sugerir que apesar da 

pentoxifilina não exercer efeito sobre os padrões de motilidade espermática após a 

descongelação das amostras, os efeitos desta substância podem ser demonstrados sobre 

a capacidade fecundante dos espermatozóides. Possivelmente, as modificações 

originadas na membrana plasmática e no metabolismo dos espermatozóides por esta 

substância previamente a congelação contribuíram para o aumento da capacidade 

fecundante das células espermáticas, ao notar-se analogia entre os grupos 800 Controle 

e 100 PTX, compensando até mesmo o menor número de espermatozóides na dose 

inseminante.  

Desta forma, o limitado número de doses recuperadas da cauda do epidídimo 

pode ter sua aplicação maximizada com a utilização de apenas 1 palheta com 100x10
6
 

de espermatozóides recuperados com meio diluidor contendo PTX ao invés da dose 

convencional de 8 palhetas (800x10
6
 de espermatozóides), vindo a comprovar a 

metodologia inicialmente proposta no presente estudo. Tal fato se torna ainda mais 

relevante ao considerar que as doses estocadas da cauda do epidídimo são limitadas e 

não poderão ser repostas, e ainda garantem níveis aceitáveis de concepção. 
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No presente estudo, o índice de concepção ao utilizar reduzido número de 

espermatozóides epididimários foi maior do que os índices demonstrados por Morris et. 

al. (2002), sendo este o único relato a utilizar baixa dose inseminante de 

espermatozóides epididimários criopreservados em equinos. Em tal estudo, foram 

relatados índices de concepção de 18% com inseminações histeroscópicas e 8% com 

inseminações convencionais, na dose de 200x10
6
 espermatozóides totais. Ao reduzir a 

dose inseminante para 10x10
6
 espermatozóides móveis, obteve-se 29% de taxa de 

prenhez após a exposição dos espermatozóides ao meio Sperm talp.  

 As diferenças entre a metodologia de processamento dos epidídimos, o diluidor 

de congelação e o protocolo de inseminação artificial utilizado podem ter contribuído 

para obtenção dos diferentes resultados.  

Resultados similares ao grupo 800 Controle foram encontrados por Papa et al. 

(2008) ao avaliarem a fertilidade de espermatozóides colhidos da cauda do epidídimo 

equino. Em tal estudo foi utilizado o mesmo protocolo de congelação do grupo 800 

Controle do presente experimento, e obtiveram o índice de concepção de 66%.   

No entanto, ao avaliarmos os índices de concepção em função da dose 

inseminante, independente do diluidor utilizado na recuperação dos espermatozóides da 

cauda do epidídimo não foram encontradas diferenças significativas. Como foram 

utilizados dois grupos inseminantes de 100x10
6
 de espermatozóides (Controle e PTX), a 

junção de ambos os grupos pode ter exercido influência sobre os dados da TABELA 13, 

justificando a similaridade entre os grupos inseminados com 100x10
6
 de 

espermatozóides ou com 800x10
6
 de espermatozóides.  

 Ainda, ao analisar os índices de concepção em função do meio diluidor utilizado 

na recuperação dos espermatozóides da cauda do epidídimo, independente da dose 

inseminante aplicada também não foram encontradas diferenças significativas. Assim, 

podemos sugerir que os valores agregados de concepção do grupo 800 Controle e 100 

Controle, elevaram as taxas de fertilidade do grupo Controle.  
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7.0 – CONCLUSÕES  

 

7.1 – A pentoxifilina presente no meio diluidor utilizado no fluxo retrógrado exerce 

influência significativa sobre o padrão de movimento após a recuperação de 

espermatozóides da cauda do epidídimo. 

 

 

7.2 – O processo de diluição, centrifugação e ressuspensão parecem eliminar os fatores 

inibidores da motilidade espermática presentes do fluido epididimário, e permitem a 

total expressão da motilidade dos espermatozóides da cauda do epidídimo, sendo 

semelhante aos valores de um ejaculado.  

 

 

7.3 – Inseminações com reduzido número de espermatozóides na extremidade do corno 

uterino permitem a maximização do uso de espermatozóides epididimários congelados. 

 

 

7.4 –  O limitado número de doses recuperadas da cauda do epidídimo pode ter sua 

aplicação maximizada por meio de inseminações artificiais com apenas 100x10
6
 de 

espermatozóides colhidos com meio diluidor contendo pentoxifilina, ao garantir 

aceitáveis índices de concepção.  
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ANEXOS 

 

 

ANEXO I  

 

 

AJUSTE DO HTMA-IVOS-10 PARA ANÁLISE ESPERMÁTICA EM EQÜINOS 

 

CARACTERÍSTICAS AJUSTE 

Número de pontos examinados 30 

Contraste das células em relação ao campo 60 pixels 

Tamanho mínimo da célula 3 pixels 

Contraste para células imóveis 30 pixels 

Limite inferior para índice retilíneo 80 % 

Referência para velocidade média (VAP) <70 μm/s 

Referência para velocidade lenta (VAP) <30 μm/s 

Referência para velocidade lenta (VSL) <20 μm/s 

Limite inferior de tamanho 0,62 pixels 

Limite superior de tamanho 2,98 pixels 

Limite inferior de intensidade 0,24 

Limite superior de intensidade 1,19 

Limite inferior de alongamento 0% 

Limite superior de alongamento 100% 

Lentos contados como móveis Não 

Magnificação 1,95 

30 

60 pixels 

3 pixels 

30 pixels 

80 % 

<70 μm/s 

<30 μm/s 

<20 μm/s 

0,62 pixels 

2,98 pixels 

0,24 

1,19 

0% 

100% 

Não 

1,95 
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ANEXO II - PREPARO DAS SONDAS FLUORESCENTES 

 

 

SOLUÇÃO DE ESTOQUE 

SOLUÇÕES CONSTITUINTES QUANTIDADE 

Estoque IP  

 

Estoque CFDA  

 

Estoque de Formaldeído 

 

Estoque de Citrato de Sódio 

Iodeto de Propídeo
1 

Solução fisiológica  

Diacetato de carboxifluoresceína
2 

DMSO 

Formalina a 40%  

Solução fisiológica  

Citrato de sódio 3g 

Solução fisiológica 100mL 

10 mg  

20 mL  

9,2 mg  

20 mL  

1 mL  

79 mL  

3 g 

100 mL 

1 - P 4170 - Sigma 

2 - C 5041 – Sigma 

 
 
 
 
SOLUÇÃO DE TRABALHO 

SOLUÇÕES QUANTIDADE 

Solução de Citrato de Sódio 

Solução de formaldeído  

Solução de Iodeto de Propídeo  

Solução de Carboxifluoresceína  

96 mL  

10 μL  

10 μL   

20 μL  
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