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DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA MICROFLUÍDICO À BASE DE SILICONE 

SILPURAN
®
 PARA SELEÇÃO DE ESPERMATOZOIDES BOVINOS 

 

FERNANDES, Beatriz Dantas. DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA 

MICROFLUÍDICO À BASE DE SILICONE SILPURAN
®
 PARA SELEÇÃO DE 

ESPERMATOZOIDES BOVINOS. 2019. Dissertação (Mestrado em Ciência Animal: 

Morfofisiologia e Biotecnologia Animal) – Universidade Federal Rural do Semi-Árido 

(UFERSA), Mossoró, RN, 2019. 

 

A seleção espermática consiste em etapa fundamental em técnicas reprodutivas como a 

PIVE. Entretanto, os métodos usualmente utilizados podem causar danos à integridade da 

célula. Dispositivos microfluídicos foram desenvolvidos com a finalidade de selecionar os 

espermatozoides sem a utilização de centrifugação e com redução do tempo. Porém, 

embora estes sejam confeccionados com materiais considerados de baixo custo, ainda são 

relativamente caro. Objetivou-se avaliar a toxicidade de um novo dispositivo microfluídico 

confeccionado a partir do silicone Silpuran
®
 e realizar a seleção de espermatozoides 

epididimários testando-se a quimiotaxia por diferentes substâncias. Para tanto, foram 

utilizados 10 Complexos testículos epidídimos para cada parte do experimento e avaliou-se 

os parâmetros de cinética dos espermatozoides com a utilização do sistema de análise 

computadorizada (CASA), morfologia, integridade e a viabilidade da membrana 

plasmática. No experimento 1, para avaliar a toxicidade do silicone, foi utilizado o teste de 

termoresistência lento, em que as amostras do controle e tratamento foram mantidas em 

incubadora a 37,5ºC e avaliadas em diferentes tempos (0, 60, 120 e 180 min). Os dados 

foram comparados utilizando o teste de Mann-Whitey. Os parâmetros de MT, MP, VSL, 

VCL e VAP dos espermatozoides epididimários depositados no dispositivo foram 

superiores aos do controle. O uso do silicone Silpuran
®
 na confecção dos dispositivos 

microfluídicos não foi tóxico para as células e apresentou resultados satisfatórios em 

relação ao controle. Para o experimento 2, referente ao de seleção espermática, o 

dispositivo microfluídico, formado por um reservatório central e mais 4 reservatórios ao 

redor interligados por canalículos, foi preparado com solução salina 0,9%, meio MIV, meio 

MIV + oócitos maturados e meio MIV + acetato de medroxiprogesterona à 0,05% nos 

reservatórios periféricos e uma alíquota da amostra no reservatório central. Após 

preenchido, o dispositivo foi incubado por 30 min. Como técnica controle foi utilizado o 

gradiente de Percoll
®
. Os dados foram comparados utilizando o teste de Kruskall-Wallis. 

Os espermatozoides epididimários coletados dos reservatórios contendo SS, meio MIV e 

meio MIV + O foram semelhantes ao encontrado pela técnica de Percoll
®
. Para os 

parâmetros de MT e MP, os meios MIV e MIV + O apresentaram maior porcentagem de 

espermatozoides morfologicamente normais em relação ao Percoll
®

. O dispositivo 

microfluídico foi eficiente na seleção de espermatozoides epididimários, os quais foram 

mais atraídos para os meios SS, MIV e meio MIV + O.  

Palavras-chave: Dispositivo microfluídico. Fertilização in vitro. Polidimetilsiloxano. Teste 

de termoresistência. 

 

 

 

 

 

 
 



 
 

DEVELOPMENT OF MICROFLUIDIC SYSTEM BASED ON SILPURAN
® 

SILICONE FOR THE SELECTION OF BOVINE SPERM 

 

 

FERNANDES, Beatriz Dantas. DEVELOPMENT OF MICROFLUIDIC SYSTEM 

BASED ON SILPURAN
®
 SILICONE FOR THE SELECTION OF BOVINE SPERM. 

2019. Dissertação (Mestrado em Ciência Animal: Morfofisiologia e Biotecnologia Animal) 

– Universidade Federal Rural do Semi-Árido (UFERSA), Mossoró, RN, 2019. 

 

Sperm selection consists of a fundamental stage in reproductive techniques such as PIVE. 

However, the methods usually used can cause damage to cell integrity. Microfluidic 

devices were developed in order to select sperm without the use of centrifugation and with 

time reduction. However, although these are made with materials considered low cost, they 

are still relatively expensive. The objective of this study was to evaluate the toxicity of a 

new microfluidic device made from Silpuran
®

 silicone and to perform the selection of 

episdidymis sperm by testing chemotaxis by different substances. For this purpose, 10 

epididymis testicle complexes were used for each part of the experiment and the kinetic 

parameters of sperm with the use of the computerized analysis system (CASA), 

morphology, integrity and viability of the plasma membrane. In experiment 1, to evaluate 

silicone toxicity, the slow thermoresistance test was used, in which the control and 

treatment samples were kept in incubator at 37.5ºC and evaluated at different times (0, 60, 

120 and 180 min). The data were compared using the Mann-Whitey test. The parameters of 

MT, MP, VSL, VCL and VAP of the epididymis sperm deposited in the device were higher 

than those of the control. The use of Silpuran
®

 silicone in the manufacture of microfluidic 

devices was not toxic to cells and presented satisfactory results in relation to the control. 

For experiment 2, referring to the saline selection, the microfluidic device, formed by a 

central reservoir and 4 more reservoirs around interconnected by canalics, was prepared 

with saline solution 0.9%, middle MIV, middle + matured oocytes and middle MIV + 

medroxiprogesterone acetate at 0.05% in peripheral reservoirs and a sample rate in the 

central reservoir. After filling, the device was incubated for 30 min. As a control technique, 

the Percoll
®
 gradient was used. The data were compared using the Kruskall-Wallis test. The 

epididymis sperm collected from reservoirs containing SS, middle MIV and middle MIV + 

O were similar to that found by Percoll
®
 technique. For the parameters of MT and MP, the 

MIV and MIV + O showed a higher percentage of morphologically normal sperm in 

relation to Percoll
®

. The microfluidic device was efficient in the selection of epididymis 

sperm, which were more attracted to the SS, MIV and MIV + O media. 

Key-words: In vitro fertilization. Microfluidive device. Polydimethylsiloxane. 

Thermoresistance test. 
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1  CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

1.1 INTRODUÇÃO 

As biotecnologias da reprodução animal são ferramentas com grande importância, 

responsáveis por proporcionar maior eficiência da pecuária nacional por meio do 

desenvolvimento científico e tecnológico. Biotécnicas a exemplo da Fertilização in vitro 

(FIV) permitem a expansão e seleção do material genético adequado, com o intuito de obter 

o maior número de descendentes em curto período de tempo e que animais geneticamente 

superiores expressem características desejadas. Devido ao contínuo esforço de produtores, 

pesquisadores e médicos veterinários, o Brasil se tornou grande utilizador e multiplicador 

destas tecnologias, o que colocou o país na condição de maior produtor de embriões por 

FIV do mundo (VIEIRA, 2012; MARTINS et al., 2016). 

Dentre as diversas biotécnicas da reprodução, a produção in vitro de embriões (PIVE) 

tem papel de destaque no cenário atual (VIANA; FIGUEIREDO, 2016). A PIVE foi sendo 

gradativamente incorporada nos programas de melhoramento animal como técnica de 

multiplicação, promovendo aumento significativo em seu uso por todo país, com 

reconhecimento internacional (NEVES et al., 2010).  

A seleção espermática é necessária na fertilização in vitro (FIV), pois é um dos 

critérios mais importante para se alcançar sucesso na fertilização, no desenvolvimento 

embrionário e na confirmação da prenhez (SAID; LAND, 2011; NOSRATI et al., 2014). O 

objetivo de se realizar a seleção espermática consiste em separar os espermatozoides 

viáveis e móveis do plasma seminal, em busca de concentrar o maior número de 

espermatozoides móveis em volume relativamente inferior (HENKEL; SHILL, 2003; 

GARCÍA-HERREROS; LEAL, 2014; MORRELL et al., 2017).  

 Dentre os métodos mais utilizados atualmente para realização de seleção 

espermática, a técnica de swim–up e por gradiente de Percoll
®
 possuem destaque entre as 

técnicas de reprodução assistida. Essas dependem da migração ou sedimentação dos 

espermatozoides para realizar a separação. Entretanto, podem não ser tão eficazes durante a 

seleção de espermatozoides, pois podem causar redução na motilidade ou danos devido à 

centrifugação, induzir a fragmentação do DNA, assim como, aumentar o número de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) (MALVEZZI et al., 2014; NOSRATI et al., 2014). A 

técnica ideal para seleção espermática deve ser rápida, fácil e de baixo custo, isolar a maior 

quantidade de espermatozoides móveis, não causar danos ou alterações fisiológicas que 

elimine espermatozoides mortos (HENKEL; SHILL, 2003). Portanto, há necessidade de se 

pesquisar métodos mais avançados para seleção espermática (SAID; LAND, 2011).  
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Quando comparadas com técnicas convencionais de seleção espermática, as 

microplacas baseadas em tecnologias microfluídicas fornecem um dos métodos mais 

apropriados para separar de forma rápida os espermatozoides viáveis e móveis, mantendo a 

integridade do DNA sem causar danos mecânicos à célula (SMITH; TAKAYAMA, 2007; 

SANO et al., 2010). Essa técnica de seleção geralmente se baseia no bombeamento ativo 

por equipamentos externos, com auxílio de seringa, ou por bombeamento passivo, por 

pressão hidrostática (LI et al., 2016a). A quimiotaxia também pode ser utilizada como 

mecanismo de seleção de espermatozoides, em que esses serão guiados até um gradiente de 

concentração (LI, et al., 2016a).  

Alguns materiais e técnicas foram utilizados para confecção de dispositivos 

microfluídicos (LI et al., 2016a; NAGATA et al., 2018). Porém, apesar de serem fabricados 

em um tipo de polidimetilsiloxano (PDMS) e se apresentem como alternativas de baixo 

custo, esses materiais ainda são relativamente caros (SAMUEL et al., 2018) e não se 

enquadrariam na realidade de muitos profissionais autônomos. Com isso, a busca para 

desonerar a técnica torna-se importante, tendo como nova proposta a utilização do silicone 

Silpuran
® 

(Polisil Indústria e Comércio de Silicone LTDA, São Paulo). O Silpuran
® 

2420 A 

/ B é um polímero de polidimetilsiloxano (PDMS), que compreende dois componentes (A e 

B) com grupos funcionais e auxiliares para reticulação adicional mediada por um 

catalisador de platina. A mistura dos componentes A e B forma um adesivo de silicone 

macio e pegajoso, que após a vulcanização térmica é altamente transparente e já 

demonstrou ser quimicamente inerte na produção de curativos à base de alginato e 

quitosana (PIRES; MORAIS, 2015).  

As tecnologias microfluídicas foram introduzidas neste meio no início do século XXI 

em busca de aumentar as taxas de fertilização e de estabelecer plataforma automática para 

contagem e seleção de espermatozoides a serem utilizados na FIV. A implementação de 

novas tecnologias é necessária para explorar descobertas científicas e melhorar os 

resultados passados, para avançar nas tecnologias de reprodução assistida (TSAI et al., 

2016). 

Dentro dessa perspectiva, há necessidade em realizar mais estudos a fim de criar 

novos dispositivos microfluídicos com material que barateie a técnica e não seja tóxico para 

as células. 
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1.2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.2.1 Características dos espermatozoides bovinos 

A espermatogênese ocorre em ciclos, que corresponde ao espaço de tempo 

compreendido entre o aparecimento sucessivo de um mesmo tipo de associação celular em 

determinado segmento do epitélio seminífero. Em bovinos, a duração média de um ciclo é 

de aproximadamente 14 dias e para se completar o processo de espermatogênese são 

necessários de quatro a cinco ciclos sucessivos. Assim, o tempo total gasto é de 61 dias. Já 

a passagem do espermatozoide através do epidídimo leva em torno de 10 a 14 dias. Dessa 

forma, depois de qualquer processo degenerativo, a retomada da produção espermática 

pode ser esperada após 70 dias (REICHENBACH et al., 2008). 

A cabeça de espermatozoide bovino possui formato arredondado e achatado, sendo a 

maior parte constituída pelo núcleo. Tem como função armazenar o material genético, 

compreendido em cromatina altamente compactada (MARTINS et al., 2016), apresentando 

0,29 μm de altura, perímetro de 28,4 μm e área de superfície de 46,9 μm
2 

(CARVALHO, 

2013). Os dois terços anteriores do núcleo espermático são recobertos pelo acrossomo, 

formado por dupla camada de membranas e que contém glicoproteínas e enzimas 

lisossômicas essenciais à penetração no oócito durante a fecundação: hialuronidase (ação 

mucolítica), glicosidase, esterase e protease (MARTINS et al., 2016).  

A cauda é a parte inferior do espermatozoide, composta pelo colo, peça intermediária, 

peça principal e peça terminal. Esta possui função locomotora, sendo um filamento 

protoplasmático longo e móvel (REICHENBACH et al., 2008). 

Para que o espermatozoide seja considerado qualitativamente viável e potencialmente 

fértil é necessário que possua morfologia, atividade metabólica e membranas plasmáticas 

normais, considerado pré-requisito para o processo de fertilização (ARRUDA et al., 2011).  

1.2.1.1 Membrana plasmática 

Os espermatozoides são circundados pela membrana plasmática, que consiste em uma 

barreira entre os ambientes externos e internos da célula, sendo composta por lipídeos, 

proteínas, glicolipídeos e glicoproteínas, que se arranjam em uma estrutura de bicamada. A 

membrana plasmática possui grande importância na sobrevivência do espermatozoide no 

trato reprodutivo de fêmeas e em sua capacidade fecundante. Desta forma, qualquer 

alteração em sua integridade pode levar à morte ou torná-lo infértil (BAILEY, 2010; 

MUGHAL et al., 2018). 
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A membrana plasmática se aproxima do núcleo devido à redistribuição do 

citoplasma, tendo o acrossoma entre essas estruturas, induzindo a polaridade no 

desenvolvimento do espermatozoide. Durante o trânsito do espermatozoide através do 

epidídimo, a membrana plasmática sofre mudanças devido à liberação e absorção de 

proteínas e lipídeos (FLESCH; GADELLA, 2000).  

Os lipídeos presentes na membrana dos espermatozoides são importantes tanto para a 

fluidez como flexibilidade do espermatozoide (KHOSROWBEYGI; ZARGHAMI, 2007), 

enquanto as proteínas estão envolvidas no processo de ligação do espermatozoide ao 

oócito. Cada região da membrana plasmática possui domínios e funções específicas. A 

região que recobre a cabeça do espermatozoide é responsável pela ligação com o oócito; a 

que recobre a peça intermediária, onde estão localizadas as mitocôndrias, estão envolvidas 

na produção de energia e a região que recobre o flagelo possui relação com a motilidade 

(FLESCH; GADELHA, 2000). 

A membrana plasmática dos espermatozoides tem papel fundamental no processo de 

fertilização, e o estado do DNA, localizado na região da cabeça, pode ser relacionado ao 

potencial reprodutivo dos animais. Qualquer alteração em sua integridade afeta as taxas de 

fertilidade (ANSARI et al., 2014; MUGHAL et al., 2018). 

 

1.2.1.2 Espermatozoides epididimários 

A utilização de espermatozoides epididimários possibilita a utilização do material 

genético de reprodutores que possuem alto valor zootécnico e ficaram impossibilitados de 

realizar monta natural ou que morreram inesperadamente. Esse uso também pode ser 

aplicado em animais que estão ameaçados de extinção, representando uma das únicas 

oportunidades de se obter esse material e de preservar e manter bancos de germoplasma 

(BERGSTEIN-GALAN et al., 2017). Os espermatozoides colhidos do epidídimo de touros 

post-mortem possuem grande potencial para serem utilizados na fecundação in vitro, e 

devido ao fato de ser a última oportunidade de se utilizar o material genético, apresenta 

maior valor no mercado (BARBOSA et al., 2012). 

Coletas de espermatozoides viáveis da cauda do epidídimo já foram relatadas em 

suínos (KIKUCHI et al., 1998), caprinos (BLASH et al., 2000), ovinos (KAABI et al., 

2003), cervídeos (MARTINEZ-PASTOR et al., 2006), caninos e felinos (TITTARELLI et 

al., 2006), equinos (WEISS et al., 2008) e bovinos (REYES-MORENO et al., 2002; 

BERTOL et al., 2013; CHAVEIRO et al., 2015; CUNHA et al., 2017). 
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A motilidade de espermatozoides provenientes do epidídimo de touro pode ser 

inferior quando comparado aos do sêmen coletado por eletroejaculação, devido aos efeitos 

do tempo e falta de plasma seminal na amostra. Espermatozoides epididimários podem 

apresentar declínio em sua motilidade após 24 horas de coleta, com taxa de recuperação de 

41,25% quando mantidos em temperatura de 18 – 20ºC. Entretanto, os defeitos 

morfológicos aumentam a partir de 12 horas após o óbito (BERTOL et al., 2013; 

BERGSTEIN-GALAN et al., 2017). 

Quando os epidídimos são mantidos sob refrigeração logo após a morte, a viabilidade 

dos espermatozoides pode ser mantida por longos períodos em diferentes espécies. 

Entretanto, na realidade do sistema extensivo de produção de gado no Brasil, quando a 

carcaça do animal é encontrada, muitas horas já podem ter se passado desde que foi exposta 

à temperatura ambiente (BERTOL, 2013). 

 

1.2.2 Seleção espermática 

Para se obter sucesso na FIV, a qualidade dos espermatozoides é fator primordial, 

mais especificamente quando relacionado a sua motilidade e viabilidade. Devido a isso, 

métodos efetivos devem ser aplicados durante esta etapa da PIVE para se alcançar bons 

resultados por meio da seleção de espermatozoides (NOSRATI et al., 2014). 

Diversas técnicas podem ser utilizadas para realizar a separação de espermatozoides 

móveis, como o método de migração ascendente (swim-up) e o gradiente de Percoll
®
. 

Porém esses métodos, além de serem mais trabalhosos e demandarem mais tempo, possuem 

limitações, que incluem a diminuição da motilidade e aumento da probabilidade de danos 

ao DNA dos espermatozoides devido a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

(ZAFERANI et al., 2018).   

A integridade do DNA de espermatozoides é fundamental para que se alcance 

fertilização adequada, bom desenvolvimento embrionário e descendentes saudáveis 

(COLLINS, 2008; SIMON, 2014). Portanto, a necessidade de métodos avançados de 

seleção de espermatozoides que mantenham essa integridade é evidente (DISSE, 2011). 

A fim de se buscar outros métodos de seleção espermática para se utilizar em 

tecnologias reprodutivas artificiais e que não fizessem uso de centrifugação, o sistema 

microfluídico foi desenvolvido. Métodos que contornam o uso da centrifugação podem ser 

benéficos em tratamentos de infertilidade (ZAFERANI et al., 2018). 

 

 



22 
 

1.2.2.1 Swim up 

O swim-up corresponde à técnica mais antiga e comumente utilizada para seleção 

espermática, realizando a separação baseada nos movimentos ativos dos espermatozoides 

(GARCIA-HERREROS; LEAL, 2014). Este consiste no método mais barato e usado em 

laboratórios de FIV por todo o mundo (ARIAS et al., 2017).  

No swim-up os espermatozoides vivos são separados dos mortos, do plasma seminal 

e dos componentes dos diluidores pela motilidade ascendente. Em contrapartida, quando 

comparado ao método de centrifugação por gradiente de densidade, esta técnica diminui 

consideravelmente as taxa de motilidade e de concentração de espermatozoides, devido à 

presença de camadas de espermatozoides nos níveis inferiores do pellet, que podem 

obstruir a possibilidade de ascenderem ao meio (ÁVILA, 2015; CESARI et al., 2006). 

 

1.2.2.2  Gradiente de percoll 

Na separação espermática com o Percoll
®
, o sêmen é centrifugado pela passagem por 

diferentes gradientes para permitir a separação dos espermatozoides vivos dos demais 

constituintes do sêmen, com base na diferença de densidade. O Percoll
®

 é composto por 

partículas de sílica coloidal cobertas com polivinilpirrolidona, preparado em diferentes 

concentrações para formar o gradiente necessário de separação espermática (ARIAS et al., 

2017). 

O Percoll
®
 é um dos métodos mais rápidos e efetivos para remover o plasma 

seminal e crioprotetores (LEE, 2009). Porém, apesar de ser a melhor escolha para a seleção 

de espermatozoides bovinos, apresenta maior porcentagem de espermatozoides com 

acrossomas parcialmente perdidos após utilização deste em comparação com swim-up. 

(CESARI et al., 2006). 

 

1.2.2.3 Sistema microfluídico  

Devido às vantagens da utilização de dispositivos microfluídicos, esses estão sendo 

aplicados cada vez mais a diversas áreas de pesquisa biológica, como para análise ou 

separação de DNA, proteínas e células móveis, visando reproduzir de forma semelhante às 

condições in vivo. Com isso, a utilização de dispositivos microfluídicos pode ser o método 

mais adequado para se separar espermatozoides viáveis (KO et al., 2012).  

As técnicas microfluídicas se originaram a partir de tentativas de miniaturizar 

dispositivos de análise química e biológica em laboratório baseadas nos princípios físicos 

do comportamento dos fluidos em ambiente microscópico (HUANG et al., 2017). Os 
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dispositivos atuais são geralmente chamados de ―sistemas de análise de laboratório em um 

chip‖ ou ―lab-on-chip‖ e funcionam permitindo que processos e interações biológicas ou 

químicas ocorram à medida que o líquido flui dentro de canais e câmaras em miniatura 

(DUSTE; YUSOF, 2011). 

O sistema microfluídico veio como promessa de se tornar uma alternativa melhorada 

no processo de PIVE. O uso desse sistema forneceu método simples, não traumático e 

capaz de isolar os espermatozoides móveis sem realizar centrifugação, como é feito em 

outras técnicas (SMITH; TAKAYAMA, 2007). Dentre os principais objetivos e vantagens 

de se utilizar os dispositivos em miniatura têm-se: reduzir o tempo, custos com 

equipamentos e consumo de reagentes, que protocolos macroscópicos exigem, além de 

executar possíveis procedimentos impossíveis de serem realizados em dispositivos 

macroscópicos (CHO et al., 2003). 

Vários métodos utilizando o sistema microfluídico para separação de 

espermatozoides móveis foram realizados (CHO et al., 2003; KOYAMA et al., 2006; 

ZHANG et al., 2015; LI et al., 2016a; LI et al., 2016b). Porém, algumas técnicas utilizam 

bombeamento ativo com o auxílio de equipamentos externos, como uma bomba de seringa 

ou bombeamento passivo por pressão hidrostática. Como esses métodos geram um fluxo 

laminar, os espermatozoides com motilidade não progressiva são igualmente movidos e 

podem entrar no fluxo laminar que deveria selecionar os espermatozoides móveis, 

comprometendo o isolamento de apenas espermatozoides com motilidade progressiva 

(WHEELER; RUBESSA, 2017). 

Outro método possível de ser utilizado é a quimiotaxia, a qual consiste em 

mecanismo de transporte celular, que guia os espermatozoides até um gradiente de 

concentração de atrativos e que pode ser usada como ferramenta para selecionar 

espermatozoides móveis (LI, et al., 2016a). Este sistema de microchip foi utilizado para 

realizar a separação de espermatozoides de camundongos com motilidade progressiva 

daqueles com motilidade não progressiva e imóveis, utilizando a acetilcolina como 

quimioatraente (KO et al., 2012).  

Em estudo realizado com sistema microfluídico para separar espermatozoides móveis 

progressivos de bovinos utilizando quimiotaxia induzida por progesterona, observou-se que 

a porcentagem de espermatozoides contendo mitocôndrias de alta atividade (47,6% ± 

6,0%), de espermatozoides móveis (57,7% ± 2,2%) e de acrossoma intacto (66,8% ± 2,1%) 

foi significativamente maior com o microchip de microcanais de 7,5 mm do que com o 

método de swim-up, que apresentou resultados de 23,6% ± 4,7%; 38,2 ± 5,2; e 36,0 ± 4,1, 
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para as mesmas avaliações, respectivamente (LI et al., 2016a). Esse sistema também foi 

utilizado para selecionar espermatozoides viáveis de sêmen sexado, realizar a FIV e 

melhorar a produção in vitro de embriões bovinos, alcançado taxas superiores de 

blastocisto (40,12%   2,61), quando comparados a técnica padrão de FIV (24,55% 

  4,54%) (LI et al., 2016b). 

Com espermatozoides humanos, o sistema microfluídico também melhorou a 

eficiência nas suas qualidade e quantidade, estes contados a partir de quatro canais de 

saídas, demonstrando que a quantidade de espermatozoides vivos pode ser aumentada se 

mais saídas forem usadas no sistema (HUANG et al., 2014). Ainda com humanos, a 

utilização de dispositivo microfluídico com três entradas e três saídas teve eficiência de 

90%, o qual não só coletou os espermatozoides vivos como também aqueles com maior 

motilidade, que conseguiam nadar através do fluxo laminar (HUANG et al., 2017).  

Ainda é necessária maior investigação sobre o uso do sistema microfluídico para 

avaliar melhor as utilidades e segurança do dispositivo. Visto a importância da espécie 

bovina no cenário atual de tecnologias reprodutivas, a utilização deste dispositivo pode 

melhorar os resultados encontrados com as técnicas praticadas atualmente (SHIROTA et 

al., 2016). 

 

1.2.3 Avaliação espermática 

A avaliação do sêmen possui grande importância, pois há diversas características 

funcionais e estruturais dos espermatozoides, que são vitais para a fertilização e, 

posteriormente, para desenvolvimento embrionário (KASIMANICKAM et al., 2017). Além 

disso é de grande importância para avaliação de desempenho de novos protocolos de 

seleção de espermatozoides. 

 

1.2.3.1 Análise computadorizada de espermatozoides (CASA) 

A motilidade espermática é um dos principais parâmetros na avaliação da capacidade 

fecundante do sêmen. O índice de motilidade total corresponde à proporção do número total 

de espermatozoides móveis em uma amostra de sêmen. O índice de motilidade progressiva 

se refere apenas à proporção do número de espermatozoides com motilidade progressiva 

em uma amostra. Esses índices apresentam correlação à fertilidade do sêmen e possui 

grande valor para diferenciar sêmen de baixa e alta qualidade (ARRUDA et al., 2011).  
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A primeira avaliação da motilidade deve ser realizada imediatamente após a obtenção 

do ejaculado/espermatozoides. O exame é feito sob microscopia comum de campo claro, 

com uma gotícula (2 a 4 µL) do sêmen puro ou da diluição da amostra de espermatozoides 

entre lâmina e lamínula, em aumento de 10 a 40x. A temperatura ideal para o exame é de 

37ºC, devendo-se evitar variações térmicas entre a colheita e a avaliação. Quando a 

concentração espermática for muito alta, pode-se diluir o sêmen antes da avaliação 

(REICHENCACH et al., 2008).  

A motilidade pode ser estimada de forma subjetiva, porém sistemas de análises mais 

precisos, como a análise do sêmen computadorizada (CASA), têm sido propostos para 

avaliar a motilidade espermática e diminuir os erros da avaliação convencional.  

Dentre os parâmetros possíveis de avaliação pelo CASA, tem-se: Motilidade total (%) 

referente à população de células que estão se movendo com uma velocidade mínima em 

relação a proporção de células móveis do total; Motilidade Progressiva (%), que 

corresponde à porcentagem de células movendo-se progressivamente; Velocidade de 

Trajeto (VAP, µm/s), é a velocidade média ininterrupta do trajeto da célula; Velocidade 

Progressiva (VSL, µm/s), referente a velocidade média percorrida em linha reta entre os 

pontos inicial e final do trajeto; Velocidade Curvilinear (VCL, µm/s), que é a velocidade 

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

Deslocamento Lateral da Cabeça (ALH, µm), é a largura média da oscilação da cabeça 

conforme a célula se move; Frequência de Batimentos (BCF, Hz), é a frequência com que a 

cabeça do espermatozoide move-se para trás e para frente durante um trajeto percorrido; 

Retilinearidade (STR, %), é o valor médio da proporção entre VSL/VAP; Linearidade 

(LIN, %), é o valor médio da proporção entre VSL/VCL; e Velocidade Rápida (ARRUDA 

et al., 2011; ABUD et al., 2014). 

 

1.2.3.2 Viabilidade celular  

A avaliação da viabilidade de espermatozoides é essencial para se alcançar bons 

resultados no momento da fertilização. O uso de sondas fluorescentes consiste em técnica 

não invasiva que permite visualizar o metabolismo de células. Presume-se que as células 

viáveis tenham membranas celulares intactas e fechadas, que não podem ser penetradas por 

alguns compostos de coloração, enquanto as células mortas são consideradas como tendo 

membranas rompidas (STIEFEL et al., 2015; YUE et al., 2017). 

O Hoechst 33342 pertence à categoria da bisbenzimida, a qual penetra a membrana e 

se liga a regiões do DNA ricas em adenina-timinina. Este material apresenta alta 
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persistência de coloração e fluorescência e é utilizado como rastreador de células, sendo 

utilizado para determinar as porcentagens de acrossoma vivo (SCHENDZIELORZ et al., 

2016; STEINHAUSER et al., 2016). Enquanto isso, o iodeto de propídio liga-se 

diretamente ao DNA e só é possível caso a membrana dos espermatozoides esteja 

comprometidas. Em caso de células que apresentam estágio de apoptose precoce, a 

membrana da célula permanece intacta, impedindo a coloração com iodeto de propídio 

(PIETKIEWICZ et al., 2015). Espermatozoides marcados em azul (Hoechst 33342) foram 

classificados como tendo membrana espermática intacta, e aqueles marcados totalmente ou 

parcialmente em vermelho (Iodeto de propídio) foram classificados como não intactos 

(CELEGHINE et al., 2007). 

 

1.2.3.3 Potencial mitocondrial 

As mitocôndrias das células espermáticas estão dispostas de forma helicoidal na peça 

intermediária e tem como função produzir ATP e gerar energia para o batimento flagelar, 

fornecendo motilidade ao espermatozoide (CELEGHINI et al., 2007). Alterações no 

potencial da membrana mitocondrial podem resultar em modificações na motilidade dos 

espermatozoides, fator que pode ser relacionado à infertilidade (GRAVANCE et al., 2000; 

GLAZAR, 2014).  

Para avaliar a função mitocondrial, pode-se utilizar a sonda fluorescente 

MitoTracker, a qual irá marcar seletivamente mitocôndrias na peça intermediária de células 

espermáticas, de acordo com o potencial mitocondrial de membrana. A depender da 

intensidade da marcação, as células serão discriminadas como possuindo mitocôndrias 

ativas (corando-se em amarelo). Caso haja redução na intensidade pode indicar degradação 

das mitocôndrias e espermatozoides inaptos a fecundação (KLIONSKY et al., 2012; SATI 

et al., 2015; MOSCATELLI et al., 2017; CLUTTON et al., 2018).  

 

1.2.3.4 Teste de resistência osmótica  

Os espermatozoides ao passarem do trato reprodutivo de machos para o das fêmeas 

experimentam uma diminuição osmótica natural. Isso implica em alteração fisiológica para 

que os espermatozoides adquiram motilidade (CHEN et al., 2011). Além disso, os 

espermatozoides passam por estresses adicionais, por exemplo: durante a criopreservação 

com a adição e remoção de agentes crioprotetores; e com a congelação e descongelação de 

palhetas (OLDENHOF et al., 2013). 
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O teste de resistência osmótica, ou teste hiposmótico (HOST), consiste em teste de 

laboratório simples e de baixo custo usado para avaliar a integridade funcional da 

membrana do espermatozoide (ZUBAIR et al., 2013). Quando exposta à solução 

hiposmótica, a célula espermática se expande com o influxo de fluidos, predominantemente 

na região da cauda e membrana intacta, na tentativa de atingir o equilíbrio osmótico. Este 

fluxo de fluido aumenta o volume do espermatozoide, causando ―inchaço‖ nas membranas, 

fazendo com que a cauda do espermatozoide se enrole, alteração facilmente observável em 

microscópio (MANGOLI et al., 2011). A habilidade do espermatozoide edemaciar a cauda 

durante condições hiposmóticas é um indicador de espermatozoide funcional. Aqueles que 

não apresentam edemaciamento de cauda podem estar associados a disfunções das 

proteínas da cabeça, peça intermediária e cauda (ZUBAIR et al., 2013). Devido a grande 

importância da membrana plasmática no processo de fertilização, deve-se ter atenção e 

cuidado na realização do teste. 

 

1.2.3.5 Morfologia espermática 

A identificação da morfologia espermática é importante devido ao potencial de 

fertilização do oócito (OBERLENDER et al., 2012). Levando em consideração que a 

espermatogênese e a maturação espermática consistem em processos dinâmicos envolvendo 

o envelopamento e replicação de DNA, é provável que qualquer problema hereditário ou 

ambiental possa refletir na produção de espermatozoides anormais.  

Existem cerca de 25 variantes diferentes em anormalidades morfológicas de 

espermatozoides bovinos, abrangendo alterações no acrossoma, na cabeça, peça 

intermediária e cauda, sendo mais frequente as anormalidades denominadas: cabeça 

destacada ou pequena, cauda enrolada ou quebrada e gota citoplasmática (ENCISO et al., 

2011). 

Os defeitos de espermatozoides bovinos podem ainda ser diferenciados em defeitos 

de tipo maior e menor. A classificação é baseada na relação do defeito com a fertilidade, 

sendo que os defeitos maiores prejudicariam a fertilização, enquanto os defeitos menores 

não indicariam necessariamente problemas na espermatogênese (BLOM, 1973; ENCISO et 

al., 2011).  

As anormalidades espermáticas podem ser classificadas de acordo com a origem, 

sendo subdivididas em defeitos primários, secundários e terciários. Os defeitos primários 

consistem naqueles que se originam no epitélio seminífero durante a espermatogênese; os 

secundários são defeitos que se originam distalmente ao epitélio seminífero nas vias intra e 
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extratesticulares durante o armazenamento e ejaculação; e os defeitos terciários são aqueles 

originados pela manipulação dos espermatozoides após ejaculação (LAGERLOF, 1934). 

A avaliação morfológica espermática é realizada utilizando-se esfregaços corados, 

como rosa de Bengala. Para preparar a amostra deve-se homogeneizar o sêmen com rosa 

bengala na proporção de 1:1, e colocar 10µL sobre lâmina de microscopia e cobrir com 

lamínula, avaliando 200 espermatozoides em objetiva de 100x com óleo de imersão em 

microscópio de campo claro (MARTINS et al., 2016).  

Deve ser contado apenas um defeito por célula. Quando existir mais de um defeito na 

mesma célula, deve-se registrar o defeito maior em relação ao menor e o de maior 

frequência (FRENEAU, 2011). A alta frequência de espermatozoides morfologicamente 

anormais ou a alta incidência de um único defeito podem reduzir a fertilidade (ARRUDA et 

al., 2011).  

1.2.3.6 Teste de termoresistência 

O teste de termoresistência, juntamente com a motilidade e vigor são importantes 

avaliações e consistem nos testes mais utilizados por profissionais durante a 

criopreservação de sêmen (PADRIK et al., 2012). Esse teste simula o tempo do 

espermatozoide no trato reprodutivo da fêmea a 38ºC por longo período e sua motilidade 

após passar pelo estresse mensurado. Apesar dos espermatozoides serem transportados 

rapidamente para o oviduto, eles aguardam a ovulação por várias horas. Após prolongado 

tempo, somente os espermatozoides com metabolismo funcional, demonstrando adequada 

motilidade estão aptos a fertilizar (SCHULZE et. al, 2019). 
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1.3 OBJETIVOS 

1.3.1 Objetivo geral 

Desenvolver dispositivo microfluídico com material de menor custo para realizar 

seleção de espermatozoides bovinos por quimiotaxia. 

 

1.3.2 Objetivos específicos 

● Testar toxicidade de dispositivo desenvolvido a partir de silicone alternativo 

ao descrito na literatura; 

● Avaliar a eficácia da técnica na seleção de espermatozoides e comparar com 

gradiente de Percoll; 

● Avaliar possíveis efeitos quimiotáticos de espermatozoides em diferentes 

meios apresentados; 

● Avaliar o impacto da técnica na motilidade, morfologia e viabilidade 

espermática. 
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DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA MICROFLUÍDICO À BASE DE SILICONE 

SILPURAN
®
 PARA SELEÇÃO DE ESPERMATOZOIDES BOVINOS 

 

RESUMO – O uso de sistemas microfluídicos está em ascensão em diversas áreas, 

inclusive na reprodução. Entretanto, o material utilizado para confecção ainda pode ser 

considerado de custo relativamente alto. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi 

desenvolver novo dispositivo microfluídico, com utilização do silicone Silpuran
®
, e testar 

sua viabilidade em espermatozoides bovinos. Para isso, foram utilizados 10 pares de 

epidídimos para obtenção das amostras, as quais foram avaliadas no momento inicial e após 

60, 120 e 180 min pelo teste de termoresistência e outros 10 pares para o teste de seleção 

espermática. Avaliou-se os parâmetros de cinética dos espermatozoides com a utilização do 

sistema de análise computadorizada (CASA), a morfologia por meio da homogeneização 

com rosa bengala, e a integridade e viabilidade da membrana plasmática, utilizando o teste 

hiposmótico e microscopia fluorescente com a utilização de sondas, respectivamente. Os 

dados foram comparados utilizando-se o teste de Mann-Whitey. Os parâmetros de MT, MP, 

VSL, VCL e VAP dos espermatozoides epididimários depositados no dispositivo foram 

superiores aos do controle. As demais avaliações para espermatozoides epididimários 

mantiveram-se equivalentes entre controle e tratamento. O uso do silicone Silpuran
®
 na 

confecção dos dispositivos microfluídicos não foi tóxico para as células e apresentou 

resultados satisfatórios em relação ao controle. Além disso, consiste em material de custo 

inferior aos demais utilizados na literatura. 

 

PALAVRAS-CHAVES: Dispositivo microfluídico, Epidídimo, Polidimetilsiloxano, 

Seleção espermática, Toxicidade. 

 

 

Introdução 

O uso de biotecnologias reprodutivas em sistemas de criação de bovinos está em 

constante crescimento e vem estabelecendo técnicas que buscam o aumento da produção e 

o melhoramento genético (WHEELER; RUBESSA, 2017). A produção in vitro de 

embriões ganhou destaque no cenário atual, representando aproximadamente 66% dos 

embriões transferidos no mundo, sendo o Brasil o maior produtor por fertilização in vitro 

(VIANA et al., 2010; GUIMARÃES et al., 2014). Dentre os aspectos responsáveis para se 

alcançar o sucesso na fertilização, no desenvolvimento e na confirmação da prenhez está a 

seleção de espermatozoides (SAID; LAND, 2011; NOSRATI et al., 2014; VICENTE et al., 

2012). 

A seleção espermática consiste em separar os espermatozoides viáveis e móveis do 

plasma seminal, em busca de concentrar o maior número de espermatozoides móveis em 

um volume relativamente inferior (HENKEL; SHILL, 2003; GARCÍA-HERREROS; 

LEAL, 2014; MORRELL et al., 2017). Os procedimentos de separação de espermatozoides 

são capazes de melhorar significativamente a qualidade dos espermatozoides, melhorando 

sua motilidade progressiva e morfologia (GUIMARÃES, 2014). 
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 Dentre os métodos mais utilizados atualmente para seleção espermática estão as 

técnicas de swim–up e gradiente de Percoll
®
. Essas dependem da migração ou 

sedimentação, respectivamente, dos espermatozoides para realizar a separação. Entretanto, 

podem apresentar limitações devido à possibilidade de causarem redução na motilidade ou 

danos devido à centrifugação, induzir a fragmentação do DNA, bem como, aumentar o 

número de espécies reativas de oxigênio (EROs) (MALVEZZI et al., 2014; NOSRATI, 

2014). 

A técnica ideal para seleção espermática deve ser rápida, fácil e de baixo custo, isolar 

a maior quantidade de espermatozoides móveis, não causar danos ou alterações fisiológicas 

a estes e que elimine espermatozoides mortos (HENKEL; SHILL, 2003). As técnicas atuais 

mais utilizadas ainda causam bastantes danos aos espermatozoides e, geralmente, os 

reagentes apresentam elevado custo. Portanto, há necessidade de se pesquisar métodos mais 

avançados para seleção de espermatozoides (SAID; LAND, 2011).  

Quando comparadas com técnicas convencionais de seleção espermática, os 

dispositivos baseados em tecnologias microfluídicas fornecem um dos métodos mais 

apropriados para separar de forma rápida os espermatozoides viáveis e móveis, mantendo a 

integridade do DNA sem causar danos mecânicos à célula (SMITH; TAKAYAMA, 2007; 

SANO et al., 2010). Essa técnica de seleção geralmente se baseia no bombeamento ativo 

por equipamentos externos, como com auxílio de seringa, ou por bombeamento passivo, 

por pressão hidrostática (LI et al., 2016). 

Alguns materiais e técnicas foram utilizados para confecção de dispositivos 

microfluídicos, como o uso de polidimetilsiloxano (PDMS) associado ao vidro (LI et al., 

2016; NAGATA et al., 2018). Porém, embora se apresentem como alternativas a baixo 

custo, alguns destes produtos não se enquadrariam na realidade de muitos profissionais 

autônomos e o planejamento de novos designs e uso de novos materiais ideais para 

produção em massa consiste em importante linha de pesquisa. 

Com isso, a utilização do silicone Silpuran
® 

(Polisil Indústria e Comércio de Silicone 

LTDA, São Paulo) pode se apresentar como uma opção. O Silpuran
® 

2420 A/B consiste em 

polímero de polidimetilsiloxano (PDMS) que compreende dois componentes (A e B) com 

grupos funcionais e auxiliares para reticulação adicional mediada por um catalisador de 

platina que se propõe a produzir produtos transparentes (PIRES; MORAIS, 2015; 

STIEGHORST; DOLL, 2018).  

Apesar dos sistemas microfluídicos apresentarem evolução há algum tempo e 

demonstrarem diversas aplicações, ainda é necessário mais estudo para aumentar o 
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potencial da técnica para seleção de espermatozoides e torná-la comercializável (SAMUEL 

et al., 2018). Com isso, objetivou-se criar um dispositivo microfluídico com material de 

baixo custo e que seja atóxico para espermatozoides de bovinos e realizar a seleção de 

espermatozoides epididimários, testando diferentes soluções quimioatrativas. 

 

Material e métodos 

Comitê de ética 

Considerando que os ovários e testículos utilizados no estudo foram provenientes de 

abatedouro, não houve confronto com as normas éticas preconizadas pela lei 11794/2008 e 

está amparada pela Diretriz brasileira para o cuidado e a utilização de animais em 

atividades de ensino ou de pesquisa científica – DBCA (Capítulo VI; item 6.1.10, sub-item 

B-II). 

 

Produtos químicos 

Todos os produtos químicos utilizados foram da Sigma- Aldrich, salvo indicação em 

contrário. 

 

Local de coleta e processamento 

Foram utilizados 10 complexos testículos-epidídimos (CTEs) e ovários de bovinos 

sexualmente maduros, coletados no Abatedouro Frigorífico Industrial de Mossoró (AFIM). 

As gônadas foram transportadas a 37ºC, no tempo máximo de 30 min, até o Laboratório de 

Tecnologias Reprodutivas e Inovações em Modelos Animais (TRIMA), localizado na 

Universidade Federal Rural do Semi-Árido (UFERSA), Mossoró/RN. Para os ovários, 

utilizou-se meio constituído de solução salina 0,9% (NaCl) acrescido de penicilina (0,05 

mg/mL). 

As análises no sistema computadorizado de sêmen foram realizadas no Laboratório 

de Conservação de Germoplasma Animal da UFERSA. As avaliações de viabilidade em 

microscópio de fluorescência foram realizadas no Laboratório de Biologia Tecidual e do 

Desenvolvimento (UFERSA). 

 

Desenho e confecção do dispositivo microfluídico  

O dispositivo foi inicialmente desenhado no Coreldraw em um quadrado de 2,4 cm 

com um reservatório central de 5 mm de diâmetro e interligado por canais equidistantes 

(4mm x 2mm x 0,5mm) a quatro reservatórios idênticos (3mm) (Figura 1). O desenho foi 
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exportado para o software da máquina de corte a laser Triumph Laser (modelo TR-1390), 

após o qual foram obtidos os moldes negativos. 

Para confecção da placa foi utilizado silicone Silpuran
®

 2420 A/B, correspondente 

respectivamente à platina e ao agente catalizador. Para se alcançar a textura desejada 

utilizou-se a proporção de 40:60, respectivamente. O pré-polímero de líquido foi 

cuidadosamente depositado sobre o molde mestre e curado a temperatura ambiente por 24 h 

para posterior utilização (Figura 2). 

 

Figura 1 – Esquema de dispositivo microfluídico desenvolvido com dimensões utilizadas 

para reservatório central, reservatórios de saída e trajeto entre reservatórios. 

 

 
 

Figura 2- Molde mestre do dispositivo (A) e confecção de réplica final (B) com o uso do 

silicone Silpuran
®
. 

 

 

A B 
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Origem dos espermatozoides 

Espermatozoides epididimários 

Com o auxílio de lâmina de bisturi n° 10 e pinça hemostática curva de 14 cm, a cauda 

do epidídimo e ducto deferente foram isolados das demais estruturas, sendo lavados e 

armazenados em temperatura de 8,5ºC em solução salina 0,9%, até o momento da sua 

utilização, não ultrapassando 3 horas. A recuperação dos espermatozoides foi realizada por 

meio da técnica de flutuação, que consistiu na incubação da cauda do epidídimo seccionada 

em solução salina 0,9% a 37,5° por 5 minutos. Foram realizados cortes na cauda do 

epidídimo e após 5 minutos recuperaram-se os espermatozoides. Em seguida a amostra foi 

depositada em tubo cônico plástico de 15 mL e mantida em banho-maria por 15 minutos. 

 

Preparação de oócitos 

Foram aspirados folículos com agulha 21 G acoplada a seringa de 10 mL. O fluido 

permaneceu por 10 min em tubo cônico plástico para sedimentação. O pellet formado foi 

transferido para placa de Petri e a seleção foi realizada em condições estéreis sob fluxo 

laminar com auxílio de estereomicroscópio. Os oócitos selecionados foram lavados em 

meio TALP-HEPES suplementado com 3mg/mL de BSA, 0,2mM de piruvato de sódio e 50 

µg de sulfato de gentamicina. Os complexos cumulus-oócito (CCOs) considerados de grau 

I e II (LONERGAN et al., 1994) foram destinados à maturação in vitro. 

Os CCOs selecionados para MIV foram lavados três vezes em meio para maturação 

TCM 199, acrescido de 0,2 mM de piruvato de sódio, 50 µg/mL de sulfato de gentamicina, 

10% de soro fetal bovino (SFB), 20 µg/mL de FSH/LH e 100µM de Cisteamina. 

Posteriormente, as estruturas foram transferidas para gotas de 100 µl do meio de maturação 

sob óleo mineral. Os CCOs foram maturados durante 24h a 38,5ºC, com umidade saturada 

e atmosfera de 5% de CO2 em ar. 

 

Delineamento experimental 1 

Avaliação de toxicidade  

Para avaliar a toxicidade do dispositivo microfluídico, utilizou-se o teste de 

termoresistência lento (TTL) preconizado por Vogler et al. (1991), com modificações de 

Siqueira et al. (2007). As amostras de sêmen foram distribuídas em tubo estéril de 

poliestireno e no dispositivo microfluídico. Ambas foram incubadas por 3 horas a 37,5ºC. 

As amostras foram avaliadas no momento inicial e após 60, 120 e 180 min.  
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Delineamento experimental 2 

Teste de seleção espermática 

Inicialmente, o dispositivo vazio foi disposto em placa de Petri, em sistema de câmara 

úmida, e incubado por 10min. O ambiente foi ajustado à temperatura de 37,5ºC, com 

objetivo de equilibrar termicamente o dispositivo em ambiente adequado às células, reduzir 

a probabilidade de formação de bolhas quando o dispositivo fosse preenchido e melhorar o 

fluxo de fluidos dentro do canal (LOPEZ-GARCIA, 2008).  

Primeiramente realizou-se avaliações da amostra logo após a recuperação de 

espermatozoides ou descongelação de palhetas de sêmen, correspondente à avaliação inicial 

(AI). Foram avaliadas amostras em 3 tipo de meios, Meio MIV em que correspondia a 

amostra do reservatório apenas com meio MIV; Meio MIV + O, correspondente a amostra 

com meio MIV + oócitos; e meio MIV + MAP, correspondente a amostra com meio MIV e 

acetato de medroxiprogesterona à 0,05%. Como controle foi utilizado solução salina 0,9% 

(SS). 

Cada tipo de meio testado e o controle foram depositados em um dos reservatórios de 

saída e, posteriormente, a amostra de sêmen foi depositada no reservatório central. O 

reservatório 1 foi preenchido com 50 µl de soro; o reservatório 2 com 50 µl de meio MIV; 

o reservatório 3 com 45 µl de meio MIV + 3 oócitos maturados com 5 µl do meio de 

maturação e o reservatório 4 foi preenchido com 45 µl de meio MIV + 5 µl de acetato de 

medroxiprogesterona. Por último o reservatório central, correspondente ao reservatório 5, 

foi preenchido com 50 µl de soro + 50 µl de espermatozoides (Figura 3). Após preenchido, 

o dispositivo foi levado para a incubadora, onde permaneceu por 30 min, seguindo 

orientações de Li et al., (2016a). Posteriormente, o reservatório central (contendo a amostra 

residual) foi isolado para que não houvesse mais contato com os reservatórios adjacentes e 

alíquotas foram retiradas dos reservatórios com amostra inicial (AI), meio MIV, meio MIV 

acrescido de oócitos maturados (MIV + O), meio MIV acrescido de acetato de progesterona 

(MIV + MAP), para avaliação dos parâmetros descritos no item 4.9. 
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Figura 3 – Esquema de distribuição dos meios no dispositivo microfluídico para avaliar a 

seleção de espermatozoides provenientes do epidídimo e de sêmen descongelado. 

 

Reservatório 1: 50 µl de solução salina a 0,9%; Reservatório 2: 50 µl de meio MIV; Reservatório 3: 45 µl de 

meio MIV + 3 oócitos maturados e  5 µl do meio de maturação; Reservatório 4: 45 µl de meio MIV + 5 µl de 

acetato de medroxiprogesterona a 0,05%; Reservatório 5: 50 µl de soro + 50 µl de espermatozoides. 

 

Como controle da técnica utilizou-se o Percoll
® 

como método de seleção. Para isso 

foi realizada a montagem em tubo cônico de plástico com 1 mL de cada um dos gradientes 

(90% e 45%) e 500 µl da amostra com espermatozoides acima destes. O tubo com a 

amostra foi centrifugado durante 15 min a 900 x g. Posteriormente, o sobrenadante foi 

desprezado e o pellet ressuspenso em 1mL de solução fisiológica 0,9%. Realizou-se a 

segunda centrifugação por 5 min a 900 x g desprezando o sobrenadante novamente e 

ressuspendendo o pellet em 1mL de solução fisiológica 0,9% pré-aquecida. 

Avaliação espermática 

As amostras foram avaliadas no momento inicial e após 60, 120 e 180 minutos. A 

avaliação da cinética do movimento espermático foi realizada a partir do sistema CASA 

(Hamilton Thorne IVOS II system, Hamilton Thorne Biosciences, Beverly, MA, USA), 

configurado previamente para a análise de espermatozoides bovinos (Anexo I). Para tanto, 

2μl da amostra foi inserida em lâmina (Lâmina Leja, 4 cavidades, 20µm) previamente 

aquecida a 37ºC. Os parâmetros analisados foram: motilidade total (MT); motilidade 

progressiva (MP); velocidade curvilínea (VCL); velocidade média da trajetória (VAP); 

velocidade linear progressiva (VSL); linearidade (LIN); retilinearidade (STR); amplitude 

de deslocamento lateral da cabeça (ALH); e frequência do batimento flagelar (BCF). 

Para avaliar a morfologia espermática utilizou-se a técnica de preparação úmida 

corada com rosa bengala a 1,5%, na qual homogeneizou-se 5µl da amostra em 5µl do 

corante.  Foram contabilizadas 200 células/lâmina, sob microscopia óptica em aumento de 
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1000x, classificando-as em células normais e anormais. As anormalidades espermáticas 

foram pontuadas em: defeitos de cabeça (macro e microcefalia, formato anormal, 

destacada), de peça intermediária (dobrada, quebrada, espessa) e de cauda (enrolada, 

fortemente enrolada, dupla, quebrada), não sendo pontuada mais de uma anormalidade por 

célula espermática (GUIRARDOSI et al., 2017). 

A funcionalidade da membrana foi avaliada a partir do teste hiposmótico. Para tanto, 

5µl da amostra foi incubada em 45µl de solução de frutose a 150 mOsm/l por 1h a 37°C. 

Posteriormente foi avaliada em microscópio óptico, em aumento de 400x, contando-se 

aleatoriamente 100 espermatozoides com caudas enroladas ou não. O percentual de 

espermatozoides com cauda enrolada foi considerado como apresentando funcionalidade 

preservada (MARTINS et al., 2012). 

 Para avaliar a integridade de membrana plasmática e atividade mitocondrial dos 

espermatozoides, uma alíquota de 10 µl da amostra foi incubada por 10 min a 37ºC em 3 µl 

de Hoechst 33342 e, posteriormente, incubada novamente por 8 min em solução composta 

pela associação de 2 µl de iodeto de propídio e 5 µl de Mitotracker CMXRos. As amostras 

foram avaliadas através de microscópio de epifluorescência (x400) contando 200 células. 

Os espermatozoides marcados em azul (Hoechst 33342) foram classificados com 

membrana intacta e aqueles totalmente ou parcialmente marcados em vermelho (Iodeto de 

propídio) foram classificados como não intactos. Células com peça intermediária marcadas 

em amarelo (MitoTracker) foram classificadas com atividade mitocondrial (CELEGHINI et 

al., 2007). 

Análise estatística 

Os dados obtidos foram submetidos à estatística descritiva. Posteriormente, procedeu-

se a análise de pressupostos, normalidade e homocedasticidade. Em seguida, foram 

realizados testes de comparações de médias com o teste de Mann-Whitey. Para todos os 

testes utilizados nesse trabalho adotou-se o nível de significância de 5%. O programa 

estatístico utilizado foi o Statistica 8.0. Para representação gráfica dos dados foram 

utilizados os recursos do Microsoft Office Excel 2010. 

 

 

 

 

 



47 
 

Resultados 

Avaliação de toxicidade  

Os resultados das avaliações do Sistema de Análise Computadorizada (CASA) para 

espermatozoides provenientes do epidídimo foram demonstrados na Tabela 1, de acordo 

com os parâmetros e os tempos de avaliação. 

Os espermatozoides incubados no dispositivo microfluídico apresentaram valores 

superiores para MT (%) aos 120 e 180 min de avaliação e para MP (%), VCL (µm/s), VSL 

(µm/s) e VAP (µm/s), aos 60 e 180 min, quando comparado ao controle, indicando que a 

utilização do silicone foi satisfatória nestas avaliações. 

A MP (%) dos espermatozoides incubados no dispositivo apresentou aumento 

progressivo com o passar do tempo, chegando a 45,2 ± 15,5 aos 180 min. Além disso, a 

média das amostras do controle foi inferior (P < 0,05) aos 60 (21,1 ± 10,5) e 180min (21,3 

± 14,0) de avaliação em relação à média encontrada no dispositivo de silicone, indicando 

que os espermatozoides obtiveram movimento progressivo quando submetidos à placa. Aos 

120min de avaliação as amostras do controle e tratamento apresentaram valores 

semelhantes (P > 0,05) para o parâmetro avaliado. 

Os valores superiores (P < 0,05) para os parâmetros VCL, VSL e VAP sugerem que 

os espermatozoides expostos ao dispositivo microfluídico apresentaram maior velocidade 

de trajeto do que os espermatozoides avaliados no tubo. No grupo controle verificou-se 

diminuição gradativa (P < 0,05) ao decorrer das avaliações para o parâmetro VAP, 

considerado útil para indicar a qualidade do movimento de espermatozoides. 

Não houve diferença (P > 0,05) entre controle e tratamento para os parâmetros de 

LIN, STR, ALH e BCF em relação à amostra inicial e os tempos de avaliações. 

Na avaliação morfológica de espermatozoides provenientes da cauda do epidídimo 

(Tabela 2) observou-se que a maior parte das células foi classificada como normais, 

apresentando valores próximos ao desejável de 70% (GLORIA et al., 2016).  Os defeitos de 

cauda (AC%) e peça intermediária (AP%) não apresentaram diferença (P > 0,05) entre os 

tempos e tratamentos avaliados. Já os defeitos de cabeça (AK%) diferiram (P < 0,05) entre 

controle (6,4 ± 10,5) e tratamento (11,3 ± 8,5) apenas após 180 min de avaliação. 

A porcentagem de espermatozoides epididimários viáveis e com atividade 

mitocondrial diferiu-se (P < 0,05) apenas entre amostra inicial e amostra coletada do 

dispositivo microfluídico após 180 min de avaliação (Figura 4).  
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Tabela 1 – Média (± desvio padrão) dos parâmetros avaliados pelo CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) de espermatozoides provenientes 

da cauda do epidídimo de bovinos submetidos ao teste de termoresistência em tubo estéril de poliestireno (controle) e em placa microfluídica de 

silicone (tratamento) em diferentes tempos (60, 120 e 180 min) de incubação. 
 
 

 
Amostra 

inicial 

Controle  
Amostra 

inicial 

Tratamento  Controle x Tratamento 

60 min 120 min 180 min  60 min 120 180  
C60 x 

T60 

C120 x 

T120 

C180 x 

T180 

MT (%) 82,1 ± 12,8 75,6 ± 16,5 70,5 ± 19,5 65,1 ± 20,6  
82,1 ± 

12,8 
85,2 ± 11,9 83,8 ± 9,7 82,4 ± 15,9  ns P = 0,049 P = 0,025 

MP (%) 30,9 ± 12,3 21,1 ± 10,5 31,5 ± 15,4 21,3 ± 14,0  
30,9 ± 

12,3 
39,1 ± 12,6 43,3 ± 14,3 45,2 ± 15,5  

P = 

0,005 
ns P = 0,004 

VCL 

(µm/s) 
200,1 ± 52,6 163,1 ± 36,7 173,9 ± 41,1 145,7 ± 21,7  

200,1 ± 

52,6 

187,5 ± 

22,7 

173,3 ± 

26,6 

178,0 ± 

19,6 
 

P = 

0,015 
ns P = 0,003 

VSL 

(µm/s) 
77,3 ± 16,6 63,3 ± 12,5 73,9 ± 14,7 60,8 ± 12,6  

77,3 ± 

16,6 
79,7 ± 9,2 75,3 ± 13,8 76,5 ± 7,5  

P = 

0,008 
ns P = 0,012 

VAP 

(µm/s) 
106,3 ± 24,7 

a
 86,6 ± 17,8 

a
 94,2 ± 19,5 

a
 78,4 ± 13,5 

b
  

106,3 ± 

24,7  

104,2 ± 

11,6 
95,6 ± 16,8 98,1 ± 8,8  

P = 

0,028 
ns P = 0,005 

LIN (%) 40,4 ± 5,1 40,1 ± 5,0 43,9 ± 5,4 42,2 ± 4,9  40,4 ± 5,1 43,4 ± 5,9 43,8 ± 6,2 43,8 ± 5,9  ns ns ns 

STR 

(%) 
72,6 ± 7,0 72,0 ± 6,3 76,8 ± 4,9 75 ± 4,8  72,6 ± 7,0 75,1 ± 5,2 76,7 ± 5,1 76,6 ± 5,7  ns ns ns 

ALH 

(µm) 
8,3 ± 2,1 8,1 ± 1,4 7,6 ± 1,8 7,1 ± 0,8  8,3 ± 2,1 8,05 ± 1,4 7,4 ± 1,2 7,7 ± 1,1  ns ns ns 

BCF 

(Hz) 
32,3 ± 6,5 29,6 ± 4,6 34,8 ± 2,8 33,0 ± 4,8  32,3 ± 6,5 32,6 ± 5,3 34,0 ± 5,8 32,4 ± 4,6  ns ns ns 

ab = comparação dos grupos com a amostra inicial, P < 0,05. ns = não significativo, P > 0,05. 

MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva; VCL = Velocidade Curvilínea; VSL = Velocidade Linear Progressiva; VAP = Velocidade Média da Trajetória; LIN = 

Linearidade; STR = Retilinearidade; ALH = Amplitude de Deslocamento Lateral da Cabeça; BCF = Frequência do Batimento Flagelar. C60xT60= comparação entre os grupos 

controle e tratamento no tempo de 60 min. C120 x T120= comparação entre os grupos controle e tratamento no tempo de 120 min. C180 x T180= comparação entre os grupos 

controle e tratamento no tempo de 180 min. 
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Tabela 2 – Médias (± desvio padrão) da avaliação morfológica (%) de espermatozoides 

provenientes da cauda do epidídimo de bovinos submetidos ao teste de termoresistência em 

tubo estéril de poliestireno (controle) e em dispositivo microfluídico (tratamento) em 

diferentes tempos (60, 120 e 180 min), avaliando-se células normais, defeitos de cauda 

(AC%), defeitos de peça intermediária (AP%) e defeitos de cabeça (AK%). 

Tratamento Morfologia (%) células normais AC % AP % AK% 

Amostra inicial 60,4 ± 16,2 27,4 ± 10,4 7,5 ± 9,3 6,6 ± 6,9 

C60 68,8 ± 9,4 23,2 ± 9,9 3,7 ± 3,0 5,4 ± 4,5 

C120 68,1 ± 10,9 19,6 ± 6,0 3,7 ± 2,8 8,6 ± 6,9 

C180 68,6 ± 7,8 22,2 ± 10,2 2,8 ± 1,9 6,4 ± 10,5 
b
 

T60 63,8 ± 10,6 25,3 ± 10,8 6,2 ± 6,1 4,7 ± 3,7 

T120 62,8 ± 13,6 25,1 ± 11,4 3,7 ± 2,3 8,6 ± 8,7 

T180 63,5 ± 12,5 21,7 ± 12,2 3,5 ± 2,1 11,3 ± 8,5 
a
 

a, b = comparação entre os tratamentos no mesmo tempo, P < 0,05. 

 

Figura 4- Média (± desvio padrão) da porcentagem (%) de células com viabilidade de 

membrana plasmática e atividade mitocondrial de espermatozoides provenientes da cauda 

do epidídimo submetidos ao teste de termoresistência em tubo estéril de poliestireno 

(controle) e em dispositivo microfluídico de silicone (tratamento) em diferentes tempos (60, 

120 e 180 min) de incubação. 

 

 

* = não houve diferenças em todas as comparações realizadas, P > 0,05. 

C0 = Amostra no tempo 0; C60 = Amostra no tubo estéril após 60 min na incubadora; T60 = Amostra no 

dispositivo de silicone após 60 min na incubadora; C120 = Amostra no tubo estéril após 120 min na 

incubadora; T120 = Amostra no dispositivo de silicone após 120 min na incubadora; C180 = Amostra no tubo 

estéril após 180 min na incubadora; T180 = Amostra no dispositivo de silicone após 180 min na incubadora. 
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Em relação à avaliação de integridade de membrana (%) (Tabela 3), não houve 

diferença (P > 0,05) para espermatozoides epididimários e palhetas de sêmen entre os 

tempos e grupos avaliados.  

 

Tabela 3 – Média (± desvio padrão) da porcentagem (%) de células espermáticas bovinas, 

com membrana plasmática íntegra, provenientes da cauda do epidídimo e de palhetas de 

sêmen descongeladas submetidas ao teste de termoresistência em tubo estéril de poliestireno 

(controle) e em dispositivo microfluídico de silicone (tratamento) e em diferentes tempos 

(60, 120 e 180 min) de incubação. 

Amostras 
Amostra 

inicial 

Time 60 Time 120 Time 180 

Controle Tratamento Controle Tratamento Controle Tratamento 

Epidídimo 
83,9 ± 

9,3 

83,7 ± 

5,4 
80,4 ± 5,4 

81,8 ± 

4,1 
80,8 ± 7,5 

79,5 ± 

6,1 
77,8 ± 5,1 

* = não houve diferenças em todas as comparações realizadas, p > 0,05. 

 

 

 

Teste de seleção espermática 

 

Os dados obtidos para os parâmetros de motilidade espermática, de velocidade (VAP, 

VCL e VSL), LIN, ALH e BCF de espermatozoides epididimários bovinos, oriundos da 

análise CASA, estão expressos na Tabela 4.  

Os valores de motilidade total variaram de 53,2% a 83,9%, sendo os maiores (P < 

0,05) observados logo após a colheita (AI), nas amostras que passaram pelo gradiente de 

Percoll
®
 e no meio controle composto por solução salina 0,9%. Os menores valores (P < 

0,05) foram observados em espermatozoides mantidos no meio MIV + MAP e ao final das 

análises, na amostra residual (AR).  

As médias para velocidade curvilínea (VCL) variaram de 153,0 ± 29,5% a 204,1 ± 

42,5%. Os maiores valores (P < 0,05) foram observados após colheita (AI) e nos meios 

contendo apenas meio MIV e meio MIV + O. As amostras que passaram pelo gradiente de 

Percoll
®
 apresentaram a menor média (P < 0,05) para este parâmetro, bem como para o 

VSL (66,5 ± 21,0%) e VAP (84,5 ± 21,4 %). 

As amostras avaliadas do reservatório contendo apenas meio MIV apresentaram 

valores superiores (P < 0,05) quando comparadas às amostras que passaram pela técnica de 

Percoll
®
 para os parâmetros de VCL, VSL, VAP, LIN e STR. Espermatozoides 

epididimários coletados do reservatório com meio MIV + oócitos também foram superiores 

(P < 0,05) ao Percoll
® 

nas avaliações de VAP, LIN e STR. 
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Para os parâmetros de MP, ALH e BCF observou-se que os espermatozoides 

epididimários selecionados no dispositivo apresentaram desempenho semelhante (P > 0,05) 

daqueles selecionados após centrifugação. 

Espermatozoides epididimários que foram selecionados a partir do gradiente de 

Percoll
®
 apresentaram médias semelhantes (P > 0,05) à amostra residual do dispositivo para 

os parâmetros de VCL, VSL, VAP, LIN e STR. A avaliação dos parâmetros de cinética de 

espermatozoides epididimários pode ser considerada satisfatória e promissora para futuras 

pesquisas. 

Em relação à morfologia dos espermatozoides provenientes da cauda do epidídimo 

(Tabela 5) submetidos à seleção através do gradiente de Percoll
®
, observou-se menor 

porcentagem de normalidade (46,2 ± 9,5) (P < 0,05) em relação à amostra inicial (67,3 ± 

9,4) e demais meios (58,1% a 70,6%). Além disso, as amostras avaliadas após a 

centrifugação assemelharam-se a amostra residual (P > 0,05) tanto em relação à 

porcentagem de células normais, como aos defeitos de cauda. 
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Tabela 4 – Média (± desvio padrão) dos parâmetros avaliados pelo CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) de espermatozoides 

bovinos provenientes da cauda do epidídimo e  submetidos a seleção espermática através do gradiente de Percoll
® 

e no dispositivo 

microfluídico, avaliando a quimiotaxia por diferentes substâncias (solução salina 0,9%, meio MIV, meio MIV + oócitos e meio MIV + 

acetato de medroxiprogesterona). 

Tratamentos MT (%) MP (%) VCL (µm/s) VSL (µm/s) VAP (µm/s) LIN (%) STR (%) ALH (µm) BCF (Hz) 

AI 83,9 ± 12,2 
a
 37,7 ± 16,4 

a
 182,7 ± 25,7 

abc
 75,7 ± 15,8 

b
 99,5 ± 16,6 

bc
 42,2 ± 6,2 

bc
 74,4 ± 6,1 

b
 7,5 ± 1,1 

a
 36,5 ± 5,0 

a
 

Percoll® 78,3 ± 15,7 
a
  32,5 ± 18,0 

a
 153,0 ± 29,5 

c
 66,5 ± 21,0 

b
 84,5 ± 21,4 

c
 44,1 ± 6,2 

b
 76,2 ± 5,1 

b
  6,6 ± 0,7 

a
 35,7 ± 4,4 

a
 

SS 82 ± 22,1 
a
 47,6 ± 16,1 

a
 204,1 ± 42,5 

a
 101,7 ± 22,5 

a
 124,8 ± 28,3 

a
 49,8 ± 6,3 

a
 79,4 ± 4,6 

ab
 8,0 ± 1,6 

a
 33,8 ± 4,8 

a
 

Meio MIV 69,2 ± 23,9 
ab

 41,3 ± 20,1 
a
 195,8 ± 47,0 

ab
 103,3 ± 24,1 

a
 122,4 ± 29,4 

ab
 53,4 ± 7,0 

a
 82,9 ± 5,8 

a
 7,4 ± 1,9 

a
 34,9 ± 5,4 

a
 

Meio MIV + 

O 
66,7 ± 27,2 

ab
 40,3 ± 24,4 

a
 184,6 ± 45,0 

abc
 99,7 ± 24,4 

ab
 115,4 ± 28,4 

ab
 53,8 ± 7,5 

a
 84,5 ± 4,7 

a
 7,4 ± 2,1 

a
 35,1 ± 7,1 

a
 

Meio MIV + 

MAP 
60,7 ± 17,4 

b
  24,1 ± 14,7 

a
 151,6 ± 35,0 

c
 74,2 ± 22,5 

b
 87,9 ± 23,7 c 47,8 ± 7,3 

ab
 81 ± 8,5 

a
 6,6 ± 1,8 

a
 34,9 ± 7,4 

a
 

AR 53,2 ± 27,3 
b
 28,3 ± 23,3 

a
 163,3 ± 46,3 

bc
 79,1 ± 33,8 

b
 95,1 ± 36,6 

c
 46,9 ± 9,6 

ab
 79,4 ± 6,9 

ab
 7,2 ± 1,5 

a
 32,8 ± 5,7 a 

ab = comparação entre tratamentos (P < 0,05); AI = Amostra logo após a coleta em solução salina 0,9%; Percoll
®
 = Amostra após passar pelo gradiente de Percoll

®
; SS 

= Amostra do reservatório 1 com solução salina 0,9% após 30 min; Meio MIV = Amostra do reservatório 2 com meio MIV após 30 min; Meio MIV + O = Amostra do 

reservatório 3 com meio MIV + oócitos maturados após 30 min; Meio MIV + MAP = Amostra do reservatório com meio MIV +acetato de medroxiprogesterona após 

30 min; AR = Amostra residual do reservatório central após 30 min. MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva; VCL = Velocidade Curvilínea; VSL = 

Velocidade Linear Progressiva ; VAP = Velocidade Média da Trajetória; LIN = Linearidade; STR = Retilinearidade; ALH = Amplitude de Deslocamento Lateral da 

Cabeça ; BCF = Frequência do Batimento Flagelar. 
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Tabela 5 – Médias (± desvio padrão) da avaliação morfológica (%) de espermatozoides 

bovinos provenientes da cauda do epidídimo e submetidos à seleção espermática através do 

gradiente de Percoll
®

 e em dispositivo microfluídico avaliando-se a quimiotaxia por 

diferentes meios (solução salina 0,09%, meio MIV, meio MIV + oócitos e meio MIV + 

acetato de medroxiprogesterona). 

Tratamentos 
Morfologia (%) 

Células normais AC AP AK 

AI 67,3 ± 9,4 
a
 27,1 ± 9,4 

b
 3,1 ± 1,91 

a
 2,1 ± 1,7 

a
 

Percoll® 49,2 ± 9,5 
c 

38,5 ± 7,0 
a
 5,5 ± 4,4 

a
 5,9 ± 11,7 

a
 

SS 58,1 ± 11,4 
bc

 28,0 ± 11,5
 b
 6,2 ± 4,4 

a
 7,7 ± 8,4

 a
 

Meio MIV 62,7 ± 10,4 
ab

 27,4 ± 9,8 
b
 7,1 ± 4,0 

a
 2,3 ± 2,0 

a
 

Meio MIV + O 69,2 ± 11,9
 a
 21,8 ± 12,3 

b
 6,2 ± 4,8 

a
 2,6 ± 2,4 

a
 

Meio MIV + MAP 70,6 ± 8,6 
a
 20,5 ± 7,9 

b
 5,9 ± 5,0 

a
 2,1 ± 3,9 

a
 

AR 48,2 ± 7,2 
c
 40,3 ± 6,1 

a
 7,4 ± 3,6 

a
 4,1 ± 2,2 

a
 

ab = comparação entre tratamentos (P < 0,05); AI = Amostra logo após a coleta em solução salina 0,9%; 

Percoll
®
 = Amostra após passar pelo gradiente de Percoll

®
; SS = Amostra do reservatório 1 com solução 

salina após 30 min; Meio MIV = Amostra do reservatório 2 com meio MIV após 30 min; Meio MIV + O = 

Amostra do reservatório 3 com meio MIV + oócitos maturados após 30 min; Meio MIV + MAP = Amostra 

do reservatório com meio MIV + acetato de medroxiprogesterona após 30 min; AR = Amostra residual do 

reservatório central após 30 min. AC: Anormalidade de cauda;  AP: Anormalidade na peça intermediária;  

AK: Anormalidade de cabeça. 

 

Na avaliação de integridade de membrana plasmática (Tabela 6) de espermatozoides 

bovinos provenientes do epidídimo observou-se que as maiores médias corresponderam às 

amostras logo após colheita (76,4 ± 6,9%) e após passarem pelo gradiente de Percoll
®
 (73,8 

± 8,7%). As amostras depositadas no dispositivo microfluídico apresentaram valores 

menores (P < 0,05) e com médias variando de 62,3% a 66,3%. 

 

Tabela 6 – Média (± desvio padrão) da porcentagem (%) de células espermáticas bovinas, 

com membrana plasmática íntegra, provenientes da cauda do epidídimo e de palhetas de 

sêmen descongeladas submetidas ao teste de seleção por gradiente de Percoll
® 

e através de 

sistema microfluídico, avaliando-se a quimiotaxia de diferentes substâncias (solução salina 

0,9%, meio MIV, meio MIV + oócitos e meio MIV + acetato de medroxiprogesterona). 

Tratamentos 

Integridade de membrana (%) 

AI Percoll® SS 
Meio 

MIV 

Meio 

MIV + O 

Meio MIV 

+ MAP 
AR 

Epidídimo 
76,4 ± 

6,9 
a
 

73,8 ± 8,7 
ab

 

62,3 ± 

8,3
 c
  

66,3 ± 

8,9 
bc

 
65,6 ± 6,4 

c
 64,8 ± 8,4 

c
 

64,8 ± 

10,5 
c
 

ab = comparação entre tratamentos (p < 0,05); AI = Amostra logo após a coleta em solução salina 0,9%; 

Percoll
®
 = Amostra após passar pelo gradiente de Percoll

®
; SS = Amostra do reservatório 1 com solução 

salina 0,9% após 30 min; Meio MIV = Amostra do reservatório 2 com meio MIV após 30 min; Meio MIV + 

O = Amostra do reservatório 3 com meio MIV + oócitos maturados após 30 min; Meio MIV + MAP = 

Amostra do reservatório com meio MIV + acetato de medroxiprogesterona após 30 min; AR = Amostra 

residual do reservatório central após 30 min. 

 



54 
 

Em relação à avaliação da viabilidade de membrana plasmática (Figura 5) verificou-

se que, as amostras logo após colheita (44,20 ± 23,22), as selecionadas pelo gradiente de 

Percoll
®
 (56,80 ± 9,70%) e as retiradas do meio controle (41,80 ± 24,29%) apresentaram os 

maiores valores (P < 0,05) em relação aos demais meios e amostra residual. 

 

Figura 5 - Média (± desvio padrão) da porcentagem (%) de células com viabilidade de 

membrana plasmática e atividade mitocondrial de espermatozoides provenientes da cauda 

do epidídimo submetidos ao teste de seleção por gradiente de Percoll
® 

e através de sistema 

microfluídico, avaliando-se a quimiotaxia de diferentes substâncias (solução salina 0,9%, 

meio MIV, meio MIV + oócitos e meio MIV + acetato de medroxiprogesterona). 
 

 
 
ab = comparação entre tratamentos (p < 0,05); AI = Amostra logo após a coleta em solução salina 0,9%; 

Percoll
®
 = Amostra após passar pelo gradiente de Percoll

®
; SS = Amostra do reservatório 1 com solução 

salina 0,9% após 30 min; Meio MIV = Amostra do reservatório 2 com meio MIV após 30 min; Meio MIV + 

O = Amostra do reservatório 3 com meio MIV + oócitos maturados após 30 min; Meio MIV + MAP = 

Amostra do reservatório com meio MIV + acetato de medroxiprogesterona após 30 min; AR = Amostra 

residual do reservatório central após 30 min. 

 

Os valores médios para os parâmetros de VCL, VSL e VAP foram superiores (P < 

0,05) para as amostras selecionadas pelo Percoll
®
 e meio controle, havendo aumento, 

inclusive, em relação à amostra recém-coletada (P < 0,05).  Enquanto isso, a amostra 

residual apresentou os menores valores (P < 0,05).  

Em relação à LIN e STR não foi observada diferença (P < 0,05) entre as amostras 

iniciais, as selecionadas pelo gradiente de Percoll
®
 e as que foram testadas no dispositivo 

microfluídico. 

Os valores das amostras selecionadas pelo Percoll
®
 e pelo dispositivo microfluídico 

foram superiores (P < 0,05) aos da amostra inicial para BCF. Em relação ao ALH, o meio 
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MIV + MAP apresentou-se inferior (P < 0,05) aos demais meios e amostra inicial, sendo 

semelhante (P > 0,05) à amostra residual. 

 Observando todos os dados relacionados ao dispositivo microfluídico, verifica-se 

que os espermatozoides epididimários saíram do poço central e se direcionaram aos poços 

adjacentes, nos quais continham meio controle, meio MIV, meio MIV + O e meio MIV + 

MAP, no intervalo de 30 minutos. 

 

 

Discussão 

Os resultados apresentados neste estudo demonstram, a partir de diferentes 

avaliações, a viabilidade de espermatozoides bovinos que estiveram em contato com 

dispositivo microfluídico fabricado com Silpuran
®
 e fornecem perspectivas para a 

aplicação do mesmo para outras técnicas de reprodução in vitro, inclusive para animais 

selvagens. Para realização da FIV, a escolha da técnica para seleção de espermatozoides é 

baseada principalmente na motilidade, pois espermatozoides com melhor motilidade 

possuem maior capacidade de fertilizar o oócito (KNOWLTON et al., 2015).  

Desta forma, após avaliação dos dados confirmou-se que o uso do silicone Silpuran
® 

para confecção do dispositivo microfluídico não foi tóxico aos espermatozoides e 

proporcionou maior ganho de MT e MP para espermatozoides provenientes do epidídimo. 

Destaca-se que os resultados para os parâmetros de MT e MP aos 180min desta pesquisa 

foram semelhantes à amostra fresca recém coletada.  

Os espermatozoides epididimários avaliados no tubo apresentaram valores de VSL 

abaixo do preconizado na literatura. Para serem considerados altamente móveis e com 

motilidade progressiva, os espermatozoides devem apresentar VSL ≥ 70% e VAP ≥ 50µm/s 

(MALAMA et al., 2017). 

A razão de área de superfície e volume depositado no dispositivo permite a 

homogeneidade térmica devido a rápida transferência de calor entre o dispositivo e o fluido 

contido nesse (CHIU et al., 2017), o que possibilitou preservação das características de 

motilidade dos espermatozoides epididimários de forma mais adequada ao se comparar 

com o tubo cônico. Possivelmente, o tubo não foi capaz de dissipar o calor de forma 

equivalente para toda a amostra. 

Supostamente, os valores superiores nos parâmetros de motilidade de 

espermatozoides epididimários devem-se ao uso do dispositivo microfluídico, o qual 

permite aumento da superfície na qual os espermatozoides podem nadar em relação ao 
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tubo, levando a melhor recuperação de espermatozoides móveis da amostra (SAMUEL et 

al., 2018). Nessa perspectiva, a placa demonstrou ter influência positiva na qualidade dos 

espermatozoides, além de permitir incorporar diretamente a preparação de amostras no 

dispositivo. 

Os dispositivos microfluídicos consistem em ferramentas promissoras de 

manipulação de fluidos que permite isolar e analisar micronadadores, como os 

espermatozoides, mais facilmente quando comparado a métodos tradicionais. Além disso, a 

microfluídica possibilita manipulação com precisão requintada em pequenas escalas (2 µm 

– 1mm) e não possui a desvantagem de requerer a centrifugação para isolar 

espermatozoides (ZAFERANI et al., 2018). Estudos nessa área também podem servir de 

base para aprimorar e/ou implementar o desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas 

aplicadas a outras espécies domésticas ou silvestres, com potencial para auxiliar na 

conservação da fauna selvagem. 

A seleção de espermatozoides por quimiotaxia pode ser considerada ferramenta 

poderosa em relação a outras formas de seleção em dispositivo microfluídico. Por exemplo, 

bombeamento ativo com a utilização de equipamentos externos, que geram fluxo laminar e 

acabam por carrear também espermatozoides sem motilidade progressiva (LI et al., 2016). 

A quimiotaxia celular real é o processo em que a célula está continuamente sentindo o 

poder e a direção dos quimiotáticos e se movendo de acordo com estes. A velocidade 

quimiotática apresenta aumento até o momento em que os locais de ligação ao receptor 

estejam saturados sofrendo, posteriormente, uma redução (LI et al., 2017). 

Para realização do teste de quimiotaxia no dispositivo microfluídico escolheu-se 

utilizar solução salina 0,9% como meio controle, já que as amostras iniciais seriam diluídas 

nessa solução no intuito de evitar influência sobre os parâmetros dos espermatozoides. 

Além disso, utilizou-se também meio de maturação de oócitos bovino (Meio MIV) 

composto por TCM 199 suplementado com piruvato de sódio, sulfato de gentamicina, soro 

fetal bovino, FSH, LH e cisteamina associado a oócitos (Meio MIV + O) e progesterona 

(Meio MIV + MAP). O meio MIV foi escolhido devido apresentar composição mais rica e 

serviu de padrão para comparação dos grupos compostos com meio MIV associados aos 

oócitos e a progesterona. 

A partir dos resultados obtidos no presente estudo confirma-se que o dispositivo 

microfluídico foi capaz de selecionar espermatozoides epididimários com MT e MP 

adequados, em relação à técnica de gradiente de Percoll
®
. Espermatozoides com maior 

motilidade são mais adequados para a fertilização in vitro e os dispositivos microfluídicos 
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são capazes de tornar a técnica ideal para seleção destes espermatozoides (SAMUEL et al., 

2018).  

Valores mais altos de VCL, VSL e ALH possuem correlação positiva com a 

fertilidade dos espermatozoides (AMANN, 1989). Nesse trabalho, os espermatozoides 

epididimários coletados do reservatório com solução salina 0,9% e meio MIV + oócitos 

maturados apresentaram médias de VCL e VSL superiores (P < 0,05) ao Percoll
® 

e dentro 

do intervalo padrão observado para a espécie (RAI et al., 2018). Considerando-se apenas 

essas variáveis, esses espermatozoides poderiam ser utilizados, com sucesso, em outras 

técnicas de reprodução assistida, como a FIV. 

A maior porcentagem (P < 0,05) de anormalidades morfológicas dos espermatozoides 

epididimários que foram selecionados por gradiente de Percoll
®

 em relação aos que foram 

mantidos no dispositivo microfluídico provavelmente ocorreu devido a uma etapa 

necessária para realização do gradiente, a centrifugação da amostra (GUIMARÃES et al., 

2014; OLIVARES et al., 2019). Já se tratando de viabilidade da membrana plasmática 

dessas células, não se verificou (P > 0,05) influência do uso ou não da centrifugação. 

A interação dos espermatozoides com seu microambiente químico é fundamental para 

avaliar a sensibilidade das células (LI et al., 2017). Possivelmente, devido a não remoção 

do crioprotetor do sêmen descongelado antes da sua deposição no dispositivo 

microfluídico, causou efeito negativo na motilidade total e progressiva dos 

espermatozoides, ficando os valores abaixo do mínimo necessário para ser utilizado em 

técnicas de reprodução assistida, como na FIV (VARGAS JÚNIOR et al., 2018). Acredita-

se que o impacto causado pelos crioprotetores estendeu-se também para a integridade e 

viabilidade de membrana plasmática dos espermatozoides. Pressupõe-se que para realizar a 

seleção de espermatozoides provenientes de sêmen descongelado no sistema microfluídico, 

faz-se necessário a remoção prévia do crioprotetor. 

As pesquisas em busca de desenvolverem dispositivos microfluídicos como técnica 

rotineira estão em ascensão. Diversos estudos foram realizados para se compreender melhor 

os fatores que podem influenciar a jornada dos espermatozoides após a ejaculação até a 

fertilização do oócito, como a quimiotaxia, reotaxia (ZAFERANI et al., 2018) e termotaxia. 

A seleção de espermatozoides bovinos utilizando a quimiotaxia em dispositivos 

microfluídicos já foi descrita com a utilização de progesterona (LI et al., 2016; ZHANG et 

al., 2015), devido a mesma ser liberada pelas células do cumulus do oócito e ser 

considerada como poderoso quimioatraente para espermatozoides (SMITH et al., 2013). 

Porém, nos estudos supracitados utilizou-se progesterona sólida (Sigma Aldrich), o que 
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diferenciou do utilizado nesta pesquisa, devido a maior facilidade de obtenção. Dessa 

maneira, acredita-se que os espermatozoides não apresentaram atração suficiente pela 

substância disponível no reservatório.  

Considerando o restante dos meios avaliados no dispositivo microfluídico, os 

espermatozoides epididimários apresentaram preferência pela solução salina 0,9%, pelo 

meio MIV e meio MIV + oócitos maturados.  

Os dispositivos microfluídicos de baixo custo e sem necessidade de equipamentos 

externos, assim como o dispositivo apresentado nessa pesquisa, possuem mais chances de 

sucesso na comercialização (KASHANINEJAD et al., 2018). Entretanto, verifica-se ainda a 

necessidade de reajustar as dimensões e os meios utilizados, em busca de permitir que os 

espermatozoides possam ser estimulados a nadar para a substância atrativa de forma mais 

adequada. 

Dentre as limitações para o uso de atuais dispositivos microfluídicos está o fato de 

esses serem fabricados em um tipo de polidimetilsiloxano (PDMS), que mesmo sendo a 

ideal para prototipagem rápida, apresenta desafios significativos de custo quando se trata de 

produção em massa (SAMUEL et al., 2018). O presente dispositivo confeccionado é 

pequeno, fácil de usar, compatível com sistemas de manipulação macroscópica e apresenta 

baixo custo quando comparada aos demais dispositivos desenvolvidos. 

 

Conclusão 

O silicone Silpuran
®
 não foi tóxico para espermatozoides bovinos e seu uso na 

confecção de dispositivo microfluídico apresentou influência positiva na qualidade de 

espermatozoides epididimários, além de ter menor custo em relação a outros materiais 

utilizados. O dispositivo microfluídico apresentou resultados promissores para seleção de 

espermatozoides epididimários de bovinos, os quais apresentaram maior preferência para os 

meios contendo apenas MIV e meio MIV + O. Para aumentar eficiência do dispositivo 

criado é necessário realizar modificações nas dimensões deste, a fim de permitir melhor 

quimioatração espermática. 
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Anexo I – Analysis set-up for Hamilton- Thorne Research used to evaluate bull 

spermatozoa 

Variables Settings 

Frames Acquired 30 

Frame Rate 60 Hz 

Minimum Contrast 80 

Minimum Cell Size 5 Pixels 

Minimum Static Contrast 15 

Straightness (STR), Threshold 70,0 % 

Vap Cutoff:  29,9 @m/s 

Prog. Min VAP 50,0 @m/s 

VSL Cutoff 15,0 @m/s 

Cell Size 7 Pixels 

Cell Intensity 70 

Static Head Size 0,65 to 4,90 

Static Head Intensity 0,50 to 2,50 

Static Elongation 0 to 71 

Slow Cells Motile  YES 

Magnification 1,89 

Video Frequency 60 

Bright Field NO 

LED Illumination Intensity 2220 

IDENT Illumination Intensity 3000 

Temperature, Set 37,0 °C 

Chamber depth 20,0 @m 

Chamber position 3,9 mm 

Chamber position B 11,8 mm 

Chamber position C 18,7 mm 

Chamber position D 26,6 mm 

Chamber type Leja4 

Field Selection Mode SELECT 

IDENT Fluorescent Option OFF 

Integrating Time 1 Frames 

Remote image recall NO 

 


