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Resumo 

A reprodução é um processo fascinante que ocorre nos mamíferos e é essencial para a 

sobrevivência de qualquer espécie. A fertilidade do macho requer muita atenção pois os 

espermatozoides têm que ser capazes de fertilizar o oócito e garantir o desenvolvimento do 

embrião. A qualidade dos ejaculados é muito variável tanto nas espécies domésticas quanto nas 

selvagens, pois este é composto por várias subpopulações espermáticas que trazem uma 

variedade de modificações estruturais e funcionais, sendo que algumas destas anormalidades 

traduzem apoptose celular e  estão correlacionadas diretamente com as falhas de fertilidade in 

vivo e in vitro. O objetivo do estudo foi realizar a seleção de espermatozoides de alta qualidade 

através da separação espermática por ativação magnética (MACS/SEAM) em sêmen fresco de 

bovinos, cervídeos, equinos e felinos domésticos, avaliando a qualidade das células após o 

processo de seleção espermática. Foi coletado sêmen de animais que apresentaram alta 

quantidade de anormalidades espermáticas (> 30%), sendo: 1) vinte e um touros adultos da raça 

Nelore pela técnica de vagina artificial; 2) seis cervídeos do gênero Mazama pela técnica de 

eletroejaculação, após contenção química; 3) dez equinos das raças Mangalarga e Quarto de 

Milha pela técnica de vagina artificial e 4) dez gatos domésticos sem raça definida pela técnica 

de coleta farmacológica (dexmedetomidina) e cateterização uretral. As amostras analisadas 

foram: 1) sêmen fresco; 2) pós separação por centrifugação em gradiente de densidade (DGC); 

3) pós separação por MACS ou SEAM (porção não apoptótica); 4) pós separação por MACS ou 

SEAM (porção apoptótica) e 5) pós separação por MACS ou SEAM seguida da DGC. Foram 

realizadas as análises de motilidade (método CASA ou microscopia óptica), concentração 

(câmara de Neubauer), morfologia do sêmen (contraste de fase) e teste de integridade de 

membrana celular com coloração eosina/ nigrosina (supravital). Na separação espermática por 

DGC utilizou-se 20 milhões de espermatozoides em gradiente de duas camadas de 400 μl cada 

de Percoll a 90% e 45%, que após centrifugação a 900 G por 5 minutos, o pellet foi diluído em 

HEPES. A separação dos espermatozoides por MACS ou SEAM utilizou 10 milhões de 

espermatozoides diluídos em 1,5 ml de HEPES, seguido de centrifugação a 300 G por 10 min. O 

pellet foi ressuspendido em 150 μl de HEPES e adicionado 20 μl de nanopartículas ligadas à 

anexina V, que após incubação por 15 minutos em temperatura ambiente, procedeu-se a 

filtração na coluna de separação magnética MiniMACS™ ou SEAM. A fração não apoptótica foi 

coletada em tubo de 2 mL e a fração apoptótica ligada às microesferas foi coletada removendo 

a coluna do imã e adicionando 300 μl do HEPES. A separação espermática por MACS seguida por 

DGC foi uma conjunção das duas metodologias. A avaliação da qualidade da membrana celular 

e potencial mitocondrial pós seleção foram feitas utilizando sondas fluorescentes FITC/IP e JC-

1, respectivamente, em citometria de fluxo. Em bovinos a combinação dos dois métodos de 

processamento de espermatozoides (DGC e MACS) foi significativamente mais efetiva na 

produção de amostras de espermatozoides de alta qualidade que os mesmos separadamente 

(redução de mais de 70% nas anormalidades). A subpopulação de espermatozoides não 

apoptóticos teve qualidade espermática morfologicamente superior em comparação com a 

fração apoptótica, assim como no número de células com integridade de membrana e no 

potencial mitocondrial. Em cervídeos, equinos e gatos domésticos, verificamos que as técnicas 

de DGC e SEAM foram eficientes na redução de anormalidades espermáticas, retirando 

principalmente defeitos de cauda e cabeça, sendo que a subpopulação de espermatozoides não 

apoptóticos teve qualidade espermática morfologicamente superior em comparação com a 

fração apoptótica, o mesmo observado para o número de células com membranas íntegras. 
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Nestas três espécies, a motilidade das amostras pós SEAM foi extremamente baixa talvez devido 

a maior sensibilidade da célula espermática nestas espécies, ao número de procedimentos a que 

a célula foi submetida e o tempo grande dispendido nas análises. Estes achados sugerem que 

este método nanotecnológico é eficiente na produção de amostras de sêmen de alta qualidade 

para procedimentos de reprodução assistida tanto em animais domésticos quanto selvagem, 

mas ainda são necessários mais estudos para melhor entendimento das características 

particulares das células espermáticas de cada espécie, a fim de melhorar os resultados da 

técnica. 

 

Palavras-chave: Reprodução animal, andrologia, fertilidade, sêmen, animais domésticos, 

cervídeos.  
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Abstract 

Reproduction is a fascinating process that occurs in mammals and it is essential for the survival 

of any species. Male fertility requires a lot of attention because sperm has to be able to fertilize 

oocyte and ensure the embryo’s development. The ejaculates’ quality is highly variable in both 

domestic and wild species, since it is composed of several spermatic subpopulations, bringing a 

variety of structural and functional modifications, and some of those abnormalities translate 

cellular apoptosis and are directly correlated with fertility failures in vivo and in vitro.  This study 

aimed at improving selection of high-quality sperm through sperm separation by magnetic 

activation in fresh semen of cattle, deer, horses, and domestic cats by evaluating the cells’ 

quality after the sperm selection process. For this, semen was collected from animals with a high 

number of spermatic abnormalities (> 30%), being: 1) Nellore bulls (n=21), using the artificial 

vagina restraint; 2) six Mazama deer, using the electroejaculation technique and after chemical 

containment; 3) ten horses Mangalarga and American Quarter horse, using the artificial vagina 

technique, and 4) ten domestic cats without defined breed, using pharmacological ejaculation 

technique (dexmedetomidine) and urethral catheterization. Semen was analyzed in five 

statuses: 1) fresh semen; 2) post separation by density gradient centrifugation (DGC); 3) post 

separation by Magnetic-activated cell sorting (MACS) or Magnetic-activated sperm sorting 

(MASS) (non-apoptotic part); 4) post separation by MACS or MASS (apoptotic part) and 5) post 

separation by MACS followed by DGC. Motility was measured using either Computer Assisted 

Sperm Analysis (CASA) or optical microscopy, concentration by Neubauer chamber, sperm 

morphology by phase contrast, and supravital test was completed with eosin/nigrosin staining. 

In the sperm separation by DGC, 20 x 106 cells were used in a gradient of two layers of 400 μl 

each of Percoll at 90% and 45%; after centrifugation at 900 G for 5 minutes the pellet was diluted 

in HEPES. Sperm separation by MACS or MASS used 10 x 106 cells diluted in 1.5 ml of HEPES, 

followed by centrifugation at 300 G for 10 min. The pellet was resuspended in 150 μl HEPES and 

20 μl of nanoparticles bound to anexin V were added; after incubation for 15 minutes at room 

temperature, filtration was carried out in the MiniMacs™ or MASS. The non-apoptotic fraction 

was collected in a 2 mL tube and the apoptotic fraction connected to the microspheres was 

collected by removing the magnet column and adding 300 μl of HEPES. The spermatic separation 

by MACS followed by DGC was a combination of the two methodologies. The evaluation of cell 

membrane quality and mitochondrial potential after selection was made using fluorescent 

probes with FITC/IP and JC-1, respectively, in flow cytometry. In cattle, the combination of the 

two sperm processing methods (DGC and MACS) was significantly more effective in the 

production of high-quality sperm samples than using them separately (70% more reduction in 

abnormalities). The subpopulation of non-apoptotic spermatozoa had morphologically superior 

sperm quality compared to the apoptotic fraction, as well as higher number of cells with intact 

membrane and better mitochondrial potential. In cervids, horses, and domestic cats, we found 

that DGC and MASS techniques were efficient in reducing sperm abnormalities, mainly removing 

tail and head defects, and the subpopulation of non-apoptotic sperm had morphologically 

superior sperm quality compared to the apoptotic fraction; the same was observed for the 

number of cells with intact membrane. In those three species, the motility of the post MASS 

samples was extremely low, perhaps due to the greater sensitivity of the spermatic cell in the 

species, the number of procedures to which the cell was submitted, and the large time spent in 

the analyses. Those findings suggest that that nanotechnological method is efficient in the 

production of high-quality semen samples for assisted reproduction procedures in both 
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domestic and wild animals, but further studies are still needed to better understand the 

particular characteristics of the spermatic cells of each species, in order to improve the results 

of the technique. 

Keywords: Animal reproduction, andrology, fertility, semen, domestic animals, cervids. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A reprodução é um dos fatores de maior importância na sobrevivência das espécies e na 

eficiência e rentabilidade dos sistemas produtivos. A partir de 1780, quando Spallanzani 

demonstrou que uma prole resultava da fusão de um espermatozoide e um oócito, muitos 

estudos foram produzidos procurando explicar a fertilidade dos animais que está ligada, nos 

machos, a sua capacidade de produzir e liberar espermatozoides fisiologicamente maduros e 

aptos à fecundação (Petrunkina et al., 2007; Amann et al, 2018). O espermatozoide é uma célula 

extremamente complexa e seu potencial de fertilização pode ser comprometido quando houver 

qualquer perturbação em suas características bioquímicas, fisiológicas ou morfológicas 

(Jeyendran et al., 2019). 

Grande  evolução nos conhecimentos ocorreu nos últimos 50 anos procurando esclarecer os 

mecanismos fisiológicos, celulares e moleculares que controlam a fertilidade nas diversas 

espécies (Flowers, 2013; Smith et al., 2018). Com o advento da reprodução assistida há um 

quarto de século, um grau maior de exigência para o isolamento de espermatozoides com alta 

capacidade fecundante estimulou a pesquisa andrológica para compreender melhor a fisiologia 

das células espermáticas e desenvolver técnicas mais sofisticadas para separar os 

espermatozoides funcionais, com morfologia normal e capazes de realizar a fertilização de 

oócitos (Henkel e Schill, 2003; Danis e Samplaski, 2019).  

Uma série de testes laboratoriais tem sido desenvolvida para monitorar as características 

estruturais e funcionais do espermatozoide, pois os parâmetros seminais padrões como 

motilidade, morfologia e concentração espermática não são suficientes, não só para prever a 

fertilidade, mas também para identificar indivíduos subférteis (Gadea et al., 2004). A escolha de 

métodos com repetibilidade, rápidos e sensíveis de avaliação do sêmen é de preocupação 

crescente, sendo que algumas técnicas objetivas foram desenvolvidas com o uso de sistemas 

computadorizados e softwares específicos (Petrunkina et al., 2007). 

Entre as técnicas disponíveis e emergentes que visam melhorar a qualidade do pool de 

espermatozoides podemos citar o CASA (Computer Assisted Spem Analysis), análise de 

morfometria computadorizada, sondas fluorescentes para análise da estrutura celular e de sua 

funcionalidade (leituras em citometria de fluxo ou microscopia de fluorescência), avaliação da 

capacidade de degradação das espécies reativas de oxigênio, centrifugação em gradiente de 

densidade, integridade do DNA, separação celular por ativação magnética, entre outras 

(Celeghini et al., 2007; Rawe et al., 2009; Henkell, 2012; Bergstein et al., 2014; Vaughan e Sakkas, 

2019; Waberski et al., 2021).  
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Assim, o desenvolvimento de uma técnica de seleção espermática, rápida, sensível e que seja 

eficiente em isolar células com morfologia e estrutura normais e com elevada capacidade de 

fecundação permitirá a produção de amostras de sêmen de alta qualidade e com alta chance de 

fertilização do oócito, tanto em  animais domésticos quanto nos selvagens, para uso em 

programas de reprodução assistida, o que contribuirá para o aumento da eficiência reprodutiva 

in vivo e in vitro. 

 

2 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO 

2.1. FERTILIDADE NOS MACHOS 

A reprodução e o desenvolvimento são processos fascinantes que ocorrem nos mamíferos e 

apresentam grandes diferenças entre os animais. O crescimento bem-sucedido das espécies 

depende da fertilidade do macho e da capacidade de seus espermatozoides de fertilizar o oócito 

e garantir o desenvolvimento inicial do embrião. Grandes conhecimentos foram gerados sobre 

as especificidades da estrutura e a função do espermatozoide, porém seus papéis cruciais na 

fertilidade permanecem em parte desconhecidos (Thompson et al., 2018). 

A reprodução é essencial para a sobrevivência de qualquer espécie. A fertilidade do macho 

tem recebido muita atenção nas criações domésticas onde os benefícios econômicos dependem 

da melhoria da produtividade, em estudos de infertilidade humana a fim de compreender quais 

características do ejaculado explicam falhas na fertilização assistida e em espécies selvagens na 

manutenção de populações com boa variabilidade genética (Gomendio et al., 2007, Holt et al., 

2014).  O estudo da fisiologia reprodutiva progrediu desde o estudo do animal como o todo até 

o nível molecular em um período surpreendentemente curto com um grande volume de 

informações sobre esse assunto. Nos últimos 50 anos, houve uma grande evolução nos 

conhecimentos sobre mecanismos fisiológicos, celulares e moleculares, controle da reprodução 

e da reprodução assistida nas diversas espécies de animais domésticos e selvagens (Smith et al., 

2018). 

Os machos contribuem significativamente para as falhas de fertilidade, sendo que isso 

parece ser devido ao uso de indivíduos subférteis. A avaliação da fertilidade de um macho é 

baseada nas características de seu sêmen, sendo que se a qualidade deste for ruim, com 

espermatozoides anormais e com níveis variáveis de fertilidade, as células se tornam incapazes 

de fertilizar o oócito levando a redução da fertilidade do macho (Flowers, 2013). A qualidade do 

espermatozoide é um dos fatores que determina o sucesso das técnicas de reprodução in vivo e 

in vitro, sendo que a reprodução assistida tem se transformado no tratamento de escolha em 
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casos de infertilidade no macho e fêmea, porém as taxas de sucesso ainda permanecem abaixo 

do ideal (Rawe et al., 2009; Odhiambo et al., 2014). 

A estimativa da fertilidade é limitada por vários fatores como o tipo de célula, estratégias de 

deposição de espermatozoide, registros de fertilidade, etc., incluindo o fato de que o ejaculado 

é composto por uma população diversificada de espermatozoides. Esta heterogeneidade celular 

se reflete não apenas nas diferenças na integridade dos atributos necessários para a fertilização, 

como motilidade ou morfologia, mas também na capacidade dos espermatozoides de 

permanecerem férteis ao longo do tempo, para suportar as etapas de seleção e as respostas a 

fatores exógenos (Rodriguez-Martinez, 2007). 

A concentração de espermatozoides no ejaculado, motilidade espermática, morfologia 

espermática, status acrossomal e a competência funcional dos espermatozoides são algumas 

das características do sêmen conhecidas por influenciar a fertilidade masculina, porém estes 

parâmetros são insuficientes, não só para prever a real fertilidade do animal, mas também para 

identificar indivíduos subférteis (Gomendio et al, 2007; Petrunkina et al, 2007).  

 

2.2. ANORMALIDADES ESPERMÁTICAS  

A qualidade do ejaculado é muito variável tanto nas espécies domésticas quanto nas 

selvagens e uma variedade de modificações estruturais estão presentes em todas as espécies, o 

que tem grande relação com sua fertilidade, pois qualquer fator capaz de alterar a 

espermatogênese resulta na produção de espermatozoides com alterações morfológicas (Aitken 

et al., 2011; Arruda et al., 2015). Uma grande diversidade na morfologia da cabeça, peça 

intermediária e cauda do espermatozoide são encontrados em todas as espécies, com 

diferenças marcantes em termos de tamanho total, forma e número de espermatozoides 

produzidos. A origem dessas variações ou diversidade nos espermatozoides pode estar 

associada ao aparelho reprodutor feminino, competição espermática, tamanho testicular, 

dimensão e número dos espermatozoides, entre outras (Prakash et al., 2014). O tipo de 

alteração morfológica observado no ejaculado quase sempre indica sua origem e pode ocorrer 

durante as diferentes fases de vida do espermatozoide, como na espermatogênese, transporte 

e armazenamento epididimário, retenção espermática nas ampolas, ejaculação ou após a 

ejaculação (Arruda et al., 2015). 

A principal razão para a variabilidade no sêmen das espécies é que cada ejaculado não é uma 

suspensão homogênea de espermatozoides e sim uma mistura heterogênea de várias 

subpopulações, produtos de diferentes ondas espermatogênicas que amadureceram ao longo 

dos epidídimos e são armazenados em suas caudas como diferentes grupos de células. Estas 
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subpopulações celulares mostram respostas diferentes a fatores fisiológicos ou estímulos 

biotecnológicos pois não possuem a mesma morfologia, não tem os mesmos padrões de 

motilidade, não têm o mesmo material genômico qualitativo ou quantitativo, não exibem a 

mesma capacidade de interagir com outras células e nem têm a mesma capacidade fertilizante 

(Rodriguez-Martinez, 2007, Peña, 2015; Amann et al., 2018).  

As alterações morfológicas podem ser usualmente identificadas durante a avaliação 

clínica de rotina da qualidade do sêmen e sempre se relacionam a animais subférteis ou inférteis 

dependendo do tipo ou frequência das anormalidades morfológicas (Kaya et al., 2014). Além da 

morfologia espermática, a motilidade das células espermáticas também tem uma relação 

positiva com sucesso da fertilização em condições competitivas e não competitivas, sendo que 

é altamente provável que a viabilidade espermática influencia diretamente no sucesso da 

fertilização (Gomendio et al., 2007; Simmons e Fitzpatrick, 2012). Para uma ótima fertilização 

alguns eventos moleculares ligados à membrana espermática são importantes como sua 

maturação no epidídimo, alterações na dinâmica das proteínas de membrana e lipídios durante 

a capacitação espermática, exocitose do acrossoma e ligação/ fusão de pró-núcleos masculino 

e feminino (Tavalee et al., 2014). 

Estudos sobre características espermáticas de mamíferos selvagens também demonstraram 

diferenças consideráveis na viabilidade, função e taxa de sucesso na fertilização entre as 

espécies. Pesquisas intensivas são necessárias para o desenvolvimento de métodos confiáveis 

que enfatizem as variações específicas nas espécies relativas à fisiologia dos espermatozoides, 

o que nem sempre é simples devido à baixa disponibilidade de acesso aos gametas de algumas 

espécies e a necessidade de minimizar o estresse de manuseio dos animais (Fickel et al., 2007). 

Segundo Saacke (2008), as falhas de fertilização e embriogênese normalmente tem uma 

grande contribuição de origem seminal, ou seja, dependem das características do 

espermatozoide que podem ser compensáveis ou não compensáveis. Os defeitos compensáveis 

são aqueles são aqueles que comprometem a chegada do espermatozoide ao oócito ou a 

penetração na sua zona pelúcida (defeitos de peça intermediária, cauda e acrossoma), fatores 

funcionais ou alterações moleculares e a capacidade de sofrer capacitação e iniciar uma reação 

acrossômica, sendo que neste caso a fertilidade pode ser melhorada através da inseminação ou 

aumento do número de espermatozoides depositados na fêmea. Já nos casos em que a 

fertilidade do macho não responde ao aumento dos espermatozoides, estes são defeitos não 

compensáveis, eles podem iniciar a fertilização, mas comprometem a qualidade do embrião e a 

manutenção da prenhez, com a maioria das falhas ocorrendo antes do reconhecimento da 

gestação e estão normalmente associados à membrana plasmática e integridade do DNA 

(Saacke, 2008; Flowers, 2013; Garcia-Deragon et al., 2019). 
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As alterações morfológicas na cabeça do espermatozoide incluem: anormalidades do 

acrossoma que ocorrem devido a prolongados períodos de repouso sexual, morte celular e 

fixação para avaliação morfológica, podendo também ter origem genética. Outros defeitos 

acrossômicos: acrossomos destacados ou totalmente perdidos, assimétrico, espessado, 

edemaciados, com vacúolos, com gotas presas à membrana acrossômica, cavidades preenchidas 

com material amorfo entre as duas membranas (knobbed). Defeitos na própria cabeça em seu 

tamanho e forma do núcleo ou condensação da cromatina como cabeças gigantes ou pequena, 

cabeças deformadas, cabeças duplas e cabeça redonda.  Defeitos na condensação da cromatina 

aparecem como pequenos ou grandes vacúolos e podem ocorrer devido a infecções seminais, 

varicocele, febre e tumores testiculares, podendo ser ainda sinal de imaturidade e levam a uma 

drástica redução na fertilização do oócito ou alteração no desenvolvimento inicial (Pesch e 

Bergmann, 2006). 

No pescoço e peça intermediária temos as seguintes alterações morfológicas: Destruição da 

região do pescoço, falta da bainha de mitocôndria, alargamento da bainha fibrosa da peça 

intermediária, gotas citoplasmáticas na região do pescoço e na peça intermediária são sinais de 

falha de maturação. Perda de microtúbulos e uma desorganização de peça intermediária 

semelhante ao defeito ‘‘dag’’, dobramento e fratura da parte distal da peça intermediária, 

malformação da bainha mitocondrial e o defeito “corkscrew” (distribuição irregular de 

mitocôndrias semelhantes a um saca-rolhas) (Pesch e Bergmann, 2006). 

Já as alterações morfológicas principais na cauda são: Padrão tubular anormal leva à 

imobilidade e incapacidade de alcançar o óvulo levando a sub e infertilidade dos 

espermatozoides.  Caudas enroladas, quebradas, duplas, ‘‘tail stump’’ (ausência da peça 

intermediária e cauda), desorganização da bainha fibrosa e distorções na estrutura dos 

microtúbulos estão associados à esterilidade (Pesch e Bergmann, 2006).  

Uma classificação para as alterações anatômicas do espermatozoide foi criada por Blom em 

1972 e é utilizada até hoje, onde são consideradas duas classes: Defeitos maiores e Defeitos 

menores, sendo os defeitos maiores mais relacionados com infertilidade e doenças testiculares 

ou epididimárias, enquanto os defeitos menores são referentes a anomalias de menor impacto 

na fertilidade. Para a interpretação do resultado do espermograma, devem ser considerados os 

percentuais de defeitos maiores, menores e defeitos totais (Blom, 1973). Ainda devem ser 

incluídas as presenças de medusas, células epiteliais, leucócitos, eritrócitos, neutrófilos e 

bactérias (Arruda et al., 2015).  

As anormalidades dos espermatozoides são as seguintes: Defeitos maiores: 

subdesenvolvido, cabeça isolada patológica, contorno anormal, estreita na base, piriforme, 

pequeno anormal, formas teratológicas, pouch formation, acrossoma, gota citoplasmática 
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proximal, corckscrew, pseudogota, outros defeitos de peça intermediária e cauda fortemente 

dobrada ou enrolada. Os defeitos menores: cabeça delgada, gigante, curtos, largos, pequeno 

normal, abaxial, retroaxial, oblíquo, cabeça isolada normal, cauda dobrada, gota citoplasmática 

distal, cauda enrolada e acrossoma desprendido (CBRA, 2013).  

 

Figura 1 – Representação esquemática das anormalidades estruturais e funcionais verificadas 

em espermatozoides com alterações morfológicas (adaptado de Pukazhenthi et al., 2006). 

 

2.3. PARÂMETROS SEMINAIS  

A avaliação laboratorial da qualidade do espermatozoide é um procedimento importante em 

muitos aspectos da reprodução sendo necessário o uso de métodos reprodutíveis, rápidos e 

sensíveis para monitorar aspectos cruciais da função da célula espermática (Gadea et al., 2004). 

A avaliação convencional do sêmen parece ser suficiente para revelar o grau de “normalidade” 

dos testículos (número de espermatozoides, morfologia) e os epidídimos (morfologia 

espermática, motilidade).  

A avaliação da motilidade espermática é normalmente um dos primeiros passos do 

espermograma e fornece informações sobre a provável fertilidade do animal e/ou avalia a 

viabilidade de uma amostra de sêmen. A motilidade deve ser considerada de três maneiras, 

primeiro a porcentagem de células mostrando movimento, em segundo lugar a característica do 

próprio movimento e, em terceiro lugar, a velocidade do movimento (Peña, 2015). 

O ejaculado deve conter um certo número de espermatozoides móveis e morfologicamente 

“normais” para permitir que a quantidade mínima de espermatozoides atinja o oviduto e 

possam participar do processo de fertilização e sustentar o desenvolvimento do embrião 

(Flowers, 2013; Kaya et al., 2014; Rodriguez-Martinez, 2014). 

Para a análise e a interpretação do espermograma, há valores de referência para as diversas 

espécies domésticas, com padrões para as diferentes características como motilidade, vigor, 

concentração, morfologia, etc. Esses valores de referência são normatizados, para animais 



25 
 

domésticos, no Brasil pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) e 

referenciados pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal e estão disponíveis na publicação 

“Manual para Exame Andrológico e Avaliação de Sêmen Animal” (CBRA, 2013). 

 

2.4. ANÁLISE DE SÊMEN 

Diversas pesquisas nos últimos anos desenvolveram técnicas laboratoriais para ampliar a 

possibilidade de uma análise mais criteriosa da integridade estrutural dos espermatozoides, 

sendo que as análises de motilidade e de anormalidades espermáticas são essenciais para o 

exame do sêmen, pois revelam a qualidade das células e os diferentes defeitos morfológicos 

(Arruda et al., 2015).  

A motilidade espermática é um dos parâmetros de qualidade espermática mais utilizado e 

está bem estabelecida em animais para avaliar a qualidade do sêmen, sendo também um 

parâmetro fundamental usado pelos andrologistas na ciência básica e aplicada (Horst, 2020). Os 

sistemas de análise de motilidade espermática auxiliados por computador (CASA – Computer 

Assisted Sperm Analysis) foram desenvolvidos para reduzir a subjetividade da avaliação da 

motilidade espermática e tiveram ampla aceitação científica e prática, pois a avaliação da 

cinética espermática tem grande relevância no potencial de fertilidade das células espermáticas 

(Waberski et al., 2021).  

O CASA produz um filme com o trajeto de cada espermatozoide que é obtido por meio de 

marcações de pontos na cabeça da célula, sendo processado através de um sistema 

computadorizado e automático de captura e que analisa sucessivas fotos das células revelando 

informações mais precisas e acuradas do movimento de cada espermatozoide. O computador é 

programado com uma micrometragem mínima e outra máxima do espermatozoide para cada 

espécie animal, sendo que outros objetos que tiverem tamanhos abaixo do mínimo são 

considerados parte do fundo (Amann e Waberski, 2014; Bergstein et al., 2014). 

O CASA é amplamente aceito pela comunidade de reprodução animal em unidades de 

produção e para pesquisas sobre biologia básica do espermatozoide. Porém para obter todo o 

potencial do  CASA e gerar dados fidedignos deve-se atentar para duas coisas: 1) Muitos fatores 

podem influenciar a exatidão e a precisão dos valores gerados, assim deve-se regularmente 

validar todas as conFigurações de hardware e software com suas amostras e técnicos do 

laboratório; 2) Deve-se determinar limites de subgrupo apropriados para cada medida de 

movimento do espermatozoide em amostras típicas de cada espécie animal e usar esses limites 

para visualizar e resumir subpopulações de espermatozoides em cada amostra analisada, não 

confiar em médias ou medianas (Amann e Waberski, 2014). Apesar dos avanços na técnica, 
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ainda há grande necessidade de padronização em muitas espécies, e os inúmeros fatores que 

afetam os resultados tornam difícil fornecer critérios universalmente aceitos para classificar 

amostras de sêmen (Sutovsky et al., 2015, Yániz et al., 2018, Nunes, 2021). 

A observação das células espermáticas e suas alterações morfológicas é feita através da 

microscopia óptica analisando lâminas de esfregaços de sêmen corados como, por exemplo, 

pelo vermelho-congo (método Cerovsky), ou através de preparação úmida analisada em 

microscopia de contraste de fase ou de interferência de fase. São avaliadas 200 células, 

contando-se células normais e computando apenas um defeito por célula anormal. Caso sejam 

observados dois ou mais defeitos na mesma célula, deve ser registrado em ordem de prioridade, 

o defeito maior em relação ao menor e, se observados dois defeitos de mesma classificação, 

registra-se apenas o de maior frequência e verificação da percentagem de defeitos, 

classificando-os em maiores e menores (Arruda et al., 2015; Moraes e Souza, 2019). 

Além da integridade morfológica do espermatozoide, a qualidade do sêmen depende 

também da integridade e função de estruturas como a membrana plasmática, sua cauda, 

potencial mitocondrial, acrossoma e cromatina (DNA espermático), produção de espécies 

reativas de oxigênio, integridade do citoesqueleto celular. Durante anos, a avaliação da 

integridade de membranas dos espermatozoides foi baseada em colorações vitais usando 

microscopia de luz, o que permitia também o exame da sua morfologia. Mais recentemente, 

várias sondas fluorescentes foram introduzidas para determinar a integridade de membranas 

espermáticas e as diferentes estruturas, com leituras feitas em citometria de fluxo ou 

microscopia de fluorescência (Celeghini et al., 2007; Bergstein et al., 2014, Daub et al., 2016; 

Komsky-Elbaz e Roth, 2018). 

 A integridade da membrana espermática é essencial na viabilidade seminal, pois garante a 

sua homeostase celular mantendo a motilidade, sendo esse requisito essencial para manter a 

capacidade de fecundação da célula espermática. Entre as sondas fluorescentes utilizadas para 

avaliar a integridade de membrana temos o iodeto de propídio (IP) que só atravessa a 

membrana plasmática lesada, assim como o Hoechst 3358, SYBR- 14, entre outros (Celeghini et 

al., 2007; Bergstein et al., 2014). Já a análise da integridade acrossomal pode ser realizada 

também com sondas como a aglutinina de Pisum sativum (PSA), que possui especificidade a 

glicoproteínas na membrana acrossomal e quando conjugada ao isoticionato de fluoresceína 

(FITC) marca o acrossoma lesado (Celeghini et al., 2007, Bergstein et al., 2014; Komsky-Elbaz e 

Roth, 2018). As mitocôndrias são responsáveis pela manutenção energética da motilidade 

espermática, um dos maiores determinantes da fertilidade do macho, sendo que sondas 

fluorescentes como o iodeto de 5, 5’, 6, 6’ – tetracloro - 1, 1, 3, 3’ - 

tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1) têm sido utilizadas para coloração diferencial de 
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mitocôndrias com alto ou baixo potencial (Celeghini et al., 2007, Bergstein et al., 2014; Komsky-

Elbaz e Roth, 2018).  

As sondas fluorescentes podem ser utilizadas separadamente para avaliar uma estrutura em 

particular ou em associações para a avaliação simultânea das membranas citoplasmática e 

acrossomal e a função mitocondrial. O desenvolvimento de técnicas de alta repetibilidade que 

fornecem resultados que refletem o estado real de cada estrutura são importantes para detectar 

sua integridade estrutural e sua funcionalidade e, indiretamente, a sua fertilidade (Celeghini et 

al., 2007).  

A citometria de fluxo é uma ferramenta poderosa na andrologia, permitindo a avaliação 

rápida e simultânea de múltiplos compartimentos espermáticos e analisa milhares de 

espermatozoides em poucos segundos (Peña, 2015). Ela permite contar, examinar e classificar 

células em uma solução aquosa, onde as células passarão individualmente através de um feixe 

de luz ou laser que excita as sondas fluorescentes ligadas às células e capta a frequência da luz. 

O equipamento converte essa frequência em sinais elétricos, que são quantificados por 

softwares específicos. Os dados de cada espermatozoide são coletados e analisados para 

fornecer informações sobre subpopulações na amostra, sendo exibidos graficamente em 

histogramas. Esta técnica é altamente precisa, sensível, rápida e analisa um número 

estatisticamente relevante de células, avaliando a funcionalidade das membranas quando 

marcadas com sondas fluorescentes (Cordelli et al., 2005, Gillan et al., 2005; Bergstein et al., 

2014; Peña, 2015).  

A integridade de membrana espermática pode ainda ser analisada pelo teste supravital onde 

uma combinação de eosina/ nigrosina é utilizada para avaliar a integridade da membrana, uma 

vez que a eosina penetra na célula quando lesada, corando o interior do núcleo e possibilitando 

identificar os espermatozoides mortos (Faezah et al., 2012). Esta técnica é bem conhecida e 

amplamente utilizada na análise de células espermáticas, pois utiliza o conhecimento de que a 

eosina cora células com membranas celulares danificadas e nigrosina cora o fundo, porém vale 

lembrar que a confiabilidade deste teste laboratorial clássico para a viabilidade do 

espermatozoide pode ser questionável pois avalia uma pequena população de espermatozoides 

(até 200 células por amostra) e a precisão da avaliação depende da experiência e habilidade do 

avaliador (Klimowicz-Bodysa et al., 2012). Daub et al. (2016) e Assumpção et al. (2021a) 

verificaram que a avaliação da integridade da membrana do espermatozoide com corantes vitais 

(eosina/nigrosina) e sondas fluorescentes apresentam resultados muito semelhantes na 

determinação do percentual de espermatozoides com lesão de membrana no sêmen, 

mostrando assim que qualquer uma das análises, feitas criteriosamente, podem refletir a 

viabilidade celular.  
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2.5. APOPTOSE NOS ESPERMATOZOIDES 

Tanto nas espécies domésticas quanto nas selvagens, os ejaculados apresentam graus 

variáveis de qualidade, o que tem grande relação com sua fertilidade. Espermatozoides com 

anormalidades de cabeça, peça intermediária e cauda produzem alta quantidade de espécies 

reativas de oxigênio que interferem diretamente com a motilidade e vigor das células, 

integridade do DNA, atividade das mitocôndrias (produção de energia), funcionalidade de 

proteínas e carboidratos, podendo provocar apoptose e morte celular, levando o animal a um 

quadro de sub ou infertilidade (Angrimani et al., 2013; Hosen et al., 2015; Sabeti et al., 2016). 

A apoptose é a morte celular programada baseada em um mecanismo genético que leva a 

várias alterações celulares, morfológicas e bioquímicas, levando a célula a um “suicídio” sem 

provocar uma resposta inflamatória e ela difere de outros processos de eliminação celular pois 

ela requer ATP para conduzir suas vias bioquímicas. Nas células somáticas tem sido caracterizada 

por um encolhimento inicial das células com quebra do contato entre elas, elas adquirem uma 

forma arredondada, as organelas ficam mais concentradas no citoplasma, e no núcleo ocorre 

condensação da cromatina e quebra do DNA pelas endonucleases específicas (Heninger et al., 

2004; Caselles et al., 2014). A apoptose é mecanismo organizado e impulsionado por vias 

intrínsecas ou extrínsecas distintas, sendo a via extrínseca ativada pela família de receptores do 

fator de necrose tumoral (ativador das caspases) e a via intrínseca é ativada em células onde a 

homeostase é interrompida como resultado de estresse induzido (Peña et al., 2011). 

A apoptose é um mecanismo comum que os gametas passam durante a espermatogênese e 

é necessário para manter a homeostase nos testículos. Todo ejaculado contém duas populações 

de espermatozoides: uma fração não apoptótica contendo células de qualidade 

morfologicamente superior e uma fração apoptótica associada a grande quantidade de 

anormalidades morfológicas (Hendricks e Hansen, 2009).  

A apoptose em espermatozoides é expressa por marcadores distintos de danos celulares, 

como a perda da integridade da membrana celular com a externalização da fosfatidilserina, 

ativação da caspase-3, perda do potencial da membrana mitocondrial, produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e a fragmentação do DNA (nuclear e mitocondrial),  sendo associados 

ao decréscimo dos parâmetros seminais como motilidade, morfologia e concentração levando 

a redução de sua fertilidade (Brum et al., 2008; Aziz et al., 2007; Rawe et al., 2009; Nakidkina e 

Kuzmina, 2019).  

A apoptose é um mecanismo essencial para a remoção de células germinativas em 

desenvolvimento do epitélio seminífero, sendo que os estágios onde ocorrem os níveis mais 

elevados de apoptose geralmente correspondem aos picos mitóticos e meióticos do 
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desenvolvimento de células germinativas.  Durante a espermatogênese, se o processo de 

apoptose for eficiente, as células germinativas anormais são eliminadas para que apenas 

espermatozoides normais sejam formados, mas algumas células germinativas marcadas para 

apoptose escapam do mecanismo de eliminação e completam a sua divisão levando a formação 

de espermatozoides anormais com algumas células apresentando danos graves no seu DNA 

(Heninger et al., 2004; Berteli et al., 2017). 

A análise convencional de uma amostra de espermatozoides fornece grande número de 

informações sobre suas características, mas não revela informações sobre a presença de 

eventos de apoptose que podem ser amplamente responsáveis pela baixa taxa de fertilização e 

implantação do embrião (Rawe et al., 2009).  

O papel dos marcadores de apoptose celular nas células somáticas está bem estabelecido, 

porém na função do espermatozoide ainda não. Vários marcadores de apoptose das células 

somáticas estão presentes nos ejaculados, mas os papéis desses marcadores na 

vitalidade/morte dos espermatozoides e na infertilidade masculina ainda não estão bem 

esclarecidos (Oehninger et al, 2003). Espermatozoides imaturos podem apresentar marcadores 

não caracterizados e serem responsáveis pela fertilidade inadequada, podem expressar 

marcadores de apoptose semelhantes de células somáticas se ocorrer apoptose antes da 

diferenciação espermática final, podem ser reflexo de mecanismos relacionados a 

endocrinopatias, varicocele e inflamação/ infecção e ainda ter a morte celular rápida devido ao 

curto tempo de vida típico dos espermatozoides pós ejaculação (Oehninger et al, 2003; 

Marchetti e Marchetti, 2005).  

A apoptose pode ser induzida ainda após a ejaculação por exposição dos espermatozoides a 

um ambiente inóspito e estressante que pode comprometer a taxa de fertilização e a 

competência de desenvolvimento do embrião (Hendricks e Hansen, 2009). A translocação da 

fosfotidilserina na membrana celular, a fragmentação de DNA e ativação das caspases revelam 

um fenótipo de apoptose na população de espermatozoides em uma proporção variável, sendo 

que a elucidação criteriosa destes mecanismos será uma contribuição significativa para o campo 

da reprodução (Oehninger et al, 2003; Marchetti e Marchetti, 2005, Aitken e Baker, 2013). 

2.6. SEPARAÇÃO ESPERMÁTICA POR ATIVAÇÃO MAGNÉTICA 

As técnicas de separação de espermatozoides devem ser rápidas, fáceis, de baixo custo e 

serem capazes de selecionar células móveis e morfologicamente normais, não causar alterações 

nas células separadas, eliminar espermatozoides mortos e outras células, incluindo leucócitos e 

bactérias, eliminar substâncias tóxicas ou bioativas como fatores de capacitação ou ROS, e 
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permitir o processamento de volumes maiores de ejaculados. As técnicas atualmente 

empregadas negligenciam fatores como integridade do DNA, geração de espécies reativas de 

oxigênio, maturação da membrana e espermatozoides apoptóticos (Said e Land, 2011; Henkel, 

2012).  

Os métodos convencionais de seleção espermática como a migração ou sedimentação de 

células, centrifugação em gradiente de densidade (DGC), “swim up”, entre outras, utilizam várias 

etapas de centrifugação, expondo o espermatozoide saudável a altos níveis de ROS que induzem 

estresse oxidativo danificando o seu DNA (Makker et al., 2008; Aitken et al., 2013). Estes 

procedimentos possuem limitações, pois não utilizam critérios moleculares para avaliar a função 

reprodutiva, de modo que a maior competência funcional nem sempre é obtida nas células 

selecionadas, limitações estas que podem ser superadas associando outras técnicas como as de 

seleção de espermatozoides não apoptóticos (Said et al., 2006; Rappa et al., 2016). 

A membrana celular possui como constituintes principais o colesterol e os fosfolipídios que 

são importantes na manutenção de sua integridade. A fosfatidilserina (FS) está presente na face 

interna da membrana e a sua externalização é considerada como um sinal de apoptose, sendo 

associada ao decréscimo dos parâmetros seminais como motilidade, morfologia e concentração 

levando a redução de sua fertilidade (Said et al., 2008; Rawe et al., 2009; Tavallee et al., 2012). 

Anexina V (ANX) é uma proteína que liga-se especificamente a FS e é capaz de identificar células 

com membranas alteradas em início de apoptose (Rawe et al., 2009). Arrighi et al. (2009) 

observaram que a FS está presente em 61,4 % das membranas dos espermatozoides em todas 

as regiões (cabeça, peça intermediária e cauda) com maior expressão na cabeça. 

A técnica de separação celular por ativação magnética (MACS) é um método não invasivo 

que utiliza o conhecimento da afinidade da anexina V (ANX) com a FS da membrana. A ANX 

quando acoplada a microesferas metálicas e liga-se aos espermatozoides com membrana 

lesada, com alteração no potencial de membrana mitocondrial e com fragmentação de DNA, e 

quando este conjugado é submetido a um campo magnético de alta potência em uma coluna de 

separação, estes conjugados irão aderir à coluna, enquanto as células não apoptóticas com 

membranas intactas passarão livremente por ela, sem comprometer a viabilidade do 

espermatozoide que poderá ser utilizado em técnicas de reprodução assistida (Dirican et al., 

2008, Rawe et al., 2009; Rappa et al., 2016; Manuel et al., 2017).  

Através de microscopia eletrônica de transmissão, Curti et al. (2014) verificaram que MACS 

aumenta a quantidade de células com caudas normais, amplia a motilidade e a morfologia 

normal. A MACS é uma técnica eficiente de separação de espermatozoides na espécie humana 

com taxa de recuperação de células em torno de 73,8 ± 12,1% (Said et al., 2006).  
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Alguns estudos mostram os efeitos positivos da combinação da técnica de MACS com os 

métodos clássicos de processamento para a seleção da qualidade do espermatozoide (DGC, 

swim up). Tavalaee et al. (2012) mostraram que DGC ou MACS sozinhos reduziam fragmentação 

do DNA em cerca de 30% e DGC-MACS reduziu em 40% a 49% as células com alteração de DNA, 

semelhante ao observado também por Dirican et al. (2008); Arrighi et al. (2009); Gil et al. (2013); 

Berteli et al. (2017), entre outros. 

 

2.7. O PORQUÊ DESTE ESTUDO 

As biotécnicas da reprodução surgiram e evoluíram com o passar dos tempos, com aplicações 

no aumento da eficiência reprodutiva e produtiva, preservação dos recursos genéticos animais, 

melhoria da qualidade dos produtos, com repercussões na saúde animal, na saúde humana e na 

preservação de espécies em extinção (Rodrigues e Bertolini, 2019).  

A crescente adoção da inseminação artificial e criopreservação de sêmen aumentou a 

necessidade de desenvolver métodos para especificar a fertilidade dos machos. Desde o início 

do século XX a má qualidade dos espermatozoides tem sido associada à baixa fertilidade, e a 

avaliação da morfologia espermática tem sido utilizada no exame de saúde reprodutiva ou 

pesquisa de baixa fertilidade de animais (Nöthling e Irons, 2008). Um dos fatores que 

contribuem para esta baixa fertilidade é a qualidade dos ejaculados que é muito variável, pois é 

composto por uma mistura heterogênea de subpopulações de espermatozoides que possuem 

morfologia, motilidade e capacidade de fertilização próprias, incluindo células com 

anormalidades estruturais, mostrando assim a necessidade de uma seleção das células para 

otimizar sua capacidade de fecundação (Prakash et al., 2014; Amann et al., 2018).  

Na tentativa de obter amostras seminais com maior número de espermatozoides viáveis, as 

técnicas de seleção espermática são cada vez mais empregadas, resultando em amostras com 

maior motilidade, menor quantidade de anormalidades e maior viabilidade (Henkel e Shill, 

2003). Técnicas como a separação espermática por centrifugação em gradiente de densidade e 

a separação espermática por ativação magnética são opções para reduzir a quantidade de 

anormalidades espermáticas nas amostras seminais, principalmente espermatozoides com 

anormalidade em cauda e cabeça, melhorando assim a qualidade do ejaculado para que o 

mesmo possa ser utilizado em técnicas como inseminação artificial e a fertilização in vitro 

(Faezah et al.; 2014; Bucar et al., 2015; Berteli et al., 2017). Na reprodução humana os primeiros 

resultados após fertilização in vitro com espermatozoides selecionados a partir de DGC e MACS 

são encorajadores quanto à taxa de fertilização e às taxas de gravidez (Said e Land, 2011; Manuel 

et al., 2017).  
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Ainda são necessários estudos nas espécies animais com a técnica de DCG e MACS, sejam 

isoladas ou em conjunto, a fim de produzir amostras de sêmen com o mínimo de 

espermatozoides anormais, alta motilidade e integridade de suas membranas visando ótimas 

taxas de fertilização e que também possam garantir que não haja prejuízos na eficiência das 

células espermáticas in vivo e in vitro pós seleção. O desenvolvimento de uma técnica de 

separação espermática que não interfira com sua qualidade permitirá a produção de amostras 

de sêmen de animais domésticos e selvagens de alta qualidade e com alta chance de fertilidade 

do oócito, o que contribuirá para o aumento da eficiência reprodutiva pós-inseminação ou na 

produção de embriões in vitro. 

 

2.8. A ESCOLHA DAS ESPÉCIES 

Para esta pesquisa foram escolhidas quatro espécies animais, sendo três domésticas 

(bovinos, equinos, felinos) e uma selvagem (cervídeo). A justificativa da escolha das espécies 

estudadas está descrita nos tópicos abaixo: 

2.8.1. Importância dos bovinos na pecuária nacional e o grande número de pesquisas na 

espécie 

O Brasil detém uma população de bovinos estimada em 275 milhões de cabeças (Giro do Boi, 

2022), com um total de 28.706.330 milhões de doses de sêmen comercializadas para 

inseminação artificial no ano de 2021 (ASBIA, 2022) e uma produção de embriões de 302.309 

milhões registrada em 2019 (Viana, 2021). Estas biotécnicas movimentam bilhões de reais por 

ano e têm sido um poderoso instrumento para a multiplicação e disseminação de genética de 

alta qualidade além do aumento da lucratividade do produtor rural.  

Milhões de fêmeas bovinas são inseminadas anualmente em todo o mundo, sendo 

82.481.999 fêmeas no Brasil em 2021, representando 22,79% do rebanho nacional de vacas 

(ASBIA, 2022). Apesar desse alto número de inseminações, a probabilidade de concepção é em 

torno de 50%, devido à baixa qualidade seminal e às injúrias causadas pela criopreservação, que 

afetam a fecundação e/ou o desenvolvimento embrionário (Sá Filho et al., 2009). 

Nos últimos 10 anos foram publicados 651 artigos científicos na área de reprodução de 

bovinos no Brasil (CAPES, 2022), representando mais de 60% dos artigos da área de reprodução 

animal. Há uma crescente busca por tecnologias e alternativas que permitam o desenvolvimento 

da pecuária, com altos índices da produção animal, dentre estas, as biotécnicas da reprodução, 

que têm mostrado um aumento contínuo das publicações sobre a evolução das gerações de 

tecnologia de reprodução assistida, as quais proporcionaram o desenvolvimento da produção 
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animal e o melhoramento genético, sendo que em torno de 56% dos artigos da área de 

reprodução de bovinos fala sobre aspectos gerais do sêmen e produção in vitro de embriões 

(Zamai et al., 2019). 

A fertilidade do touro tem recebido muita atenção em estudos de pecuária onde os 

benefícios econômicos dependem da melhoria da produtividade. Apesar de anos de esforços, 

nenhum resultado conclusivo foi obtido, provavelmente porque os bovinos domésticos muitas 

vezes são sujeitos a forte seleção artificial para alta fertilidade, na busca de ejaculados de alta 

motilidade e alta proporção de espermatozoides normais (Gomendio et al., 2007). A avaliação 

da fertilidade de touros tem sido baseada nas características de seu sêmen, porém este contém 

espermatozoides com níveis variáveis de fertilidade e pode apresentar células anormais que os 

tornam incapazes de fertilizar o oócito. A qualidade do espermatozoide é um dos fatores que 

determina o sucesso das técnicas de reprodução in vivo e in vitro, sendo que a reprodução 

assistida na espécie tem se transformado no tratamento de escolha em casos de infertilidade 

no macho e fêmea, porém as taxas de sucesso ainda não são ideais (Rawe et al., 2009; Odhiambo 

et al., 2014). 

 

2.8.2. Os cervídeos e sua importância na biodiversidade 

A preservação de uma espécie depende da manutenção de populações com boa 

variabilidade genética e a reprodução é essencial neste processo. As biotécnicas reprodutivas, 

como a inseminação artificial, transferência de embriões, fertilização in vitro e criopreservação 

de sêmen e de embriões podem contribuir para esta diversidade genética, entretanto, a 

aplicação destas técnicas ainda é limitada em espécies selvagens devido, principalmente, à falta 

de conhecimento básico em biologia reprodutiva (Howard, 1999; Holt et al., 2014). A 

manutenção da diversidade genética é essencial para sobrevivência de uma espécie, pois sua 

redução pode afetar a espermatogênese e ovulação, concepção, desenvolvimento embrionário 

através de alterações epigenéticas do genoma, susceptibilidade a doenças, morbidade e 

mortalidade perinatal (Morato et al., 1998; Rola et al., 2013; Holt et al., 2014). 

No Brasil existem oito espécies de cervídeos, entre eles os do gênero Mazama: Mazama 

americana (Erxleben, 1777), Mazama gouazoubira (Fischer, 1814), Mazama nemorivaga 

(Cuvier, 1817), Mazama nana (Hensel, 1872) e Mazama bororo (Duarte, 1996). As espécies de 

M. nana e M. bororo são consideradas como vulneráveis em nível mundial e as demais espécies 

estão com suas populações em rápido declínio (ICMBio, 2018; IUCN, 2022). 

A qualidade dos ejaculados é muito diferente entre as espécies de cervídeos, quando a 

seleção natural nem sempre faz com que o macho com melhor qualidade seminal tenha maior 

número de filhos, mas também envolve um processo complexo e requer muitos atributos para 
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que o espermatozoide possa atingir o local de fertilização, penetrar o oócito e ativar o 

desenvolvimento do embrião (Aitken et al., 2011).  

Nas diferentes espécies de animais selvagens, incluindo os cervídeos, até mesmo em vida 

livre, há um alto grau de anormalidades estruturais dos espermatozoides provocada pelo 

aumento da endogamia (perda da variabilidade genética) devido ao declínio populacional 

provocado pelas mudanças ambientais e ações antrópicas (Wildt et al., 2010; Holt et al., 2014). 

Este quadro também é observado em animais de cativeiro provocado pelo estresse do espaço 

reduzido, mudança de ambiente e convivência constante com outros indivíduos (Abreu et al. 

2009), o que provoca queda drástica de fertilidade nas espécies, reduzindo a eficiência da 

reprodução assistida e colocando em risco a conservação destes animais.    

 

2.8.3. A importância dos equinos nas criações brasileiras 

O Brasil dispõe atualmente de um rebanho de equinos de 5.962.126 milhões de animais 

(IBGE, 2021), que reúne cavalos de trabalho, lazer e competição. A atividade movimenta 

anualmente R$ 16, 5 bilhões e gera 610 mil empregos diretos e 2.430 mil empregos indiretos, 

sendo responsável, assim, por mais de três milhões de postos de trabalho (Animal Business, 

2022).  

Os garanhões apresentam taxas de concepção por ciclo mais baixas quando comparados com 

outras espécies de animais, principalmente porque são selecionados não por aptidão 

reprodutiva e fertilidade, mas sim com base na capacidade atlética, pedigree, conformação, 

desempenho e progênie, o que leva a garanhões valiosos serem subférteis e com baixa 

qualidade de sêmen, mas que são frequentemente usados em programas de criação comercial 

(Loomis, 2006, Mari et al., 2011). A gradativa demanda por animais de elevado padrão racial 

torna iminente a implantação de técnicas que possibilitam intensificar o aproveitamento de 

bons reprodutores, de modo a impulsionar o aspecto qualitativo do plantel das variadas raças. 

O conhecimento das características reprodutivas e seminais de um animal é fundamental para 

se adotar biotécnicas de reprodução objetivando aumentar a eficiência reprodutiva da espécie 

(Papa, 2020). 

A qualidade do sêmen tem um papel decisivo na fertilidade, pois qualquer fator capaz de 

alterar a espermatogênese resulta na produção de espermatozoides com alterações 

morfológicas (Arruda et al., 2015). As características do sêmen podem variar muito entre os 

garanhões ou mesmo em um indivíduo, sendo que a qualidade do espermatozoide é um dos 

fatores determinantes do sucesso das técnicas de reprodução assistida (Loomis, 2006).  
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Atualmente, a fertilidade dos garanhões tem sido um dos principais parâmetros de seleção 

e utilização, sendo avaliada por diversos métodos laboratoriais de avaliação do sêmen que em 

conjunto podem ajudar a predizer o potencial fecundante. Os garanhões apresentam grande 

quantidade de células espermáticas com anormalidades, devido principalmente aos 

espermatozoides apoptóticos que levam redução da motilidade e alto grau de anormalidades 

das células (Caselles et al., 2014). Os testes convencionais de análise espermática, como 

concentração, motilidade e avaliação morfológica são valiosos para identificar garanhões 

subférteis, mas fornecem apenas informações moderadas sobre a competência funcional dos 

espermatozoides, pois não avaliam a estrutura interna da célula espermática, como a cromatina 

(DNA e proteínas específicas), indicativos essenciais da funcionalidade dos espermatozoides, da 

habilidade de fecundação e do desenvolvimento embrionário (Love, 2011; Muradas et al., 2013; 

Griffin et al., 2019).  

2.8.4. Os gatos domésticos e seu sêmen com alto grau de anormalidades espermáticas 

Os gatos convivem com os humanos há aproximadamente 10.000 anos e ganham cada vez 

mais espaço como membros das famílias. Em 2021, de acordo com a Comissão de Animais de 

Companhia (COMAC, 2021), a população aproximada de gatos domiciliados no país era de 30 

milhões de animais, e movimentaram R$ 25 milhões de reais no mercado de produtos e serviços. 

Para suprir essa demanda crescente pela companhia dos felinos crescem o número de gatis 

especializados na reprodução das diferentes raças. Assim como acontece com a reprodução 

assistida de outras espécies de animais, o conhecimento sobre a reprodução de gatos deve ser 

aprofundado para se evitar perdas econômicas, pois ainda são poucos os estudos nesta espécie 

(Vieira et al., 2009).  

O gato doméstico tem sido muito utilizado como modelo de pesquisa no estudo dos 

mecanismos biológicos da reprodução nas 37 espécies da família Felidae, a maioria dos quais 

são raros e ameaçados de extinção e podem se beneficiar do conhecimento obtido em estudos 

com gatos domésticos, pois estes são modelos experimentais para o estudo da reprodução das 

espécies selvagens (Jewgenow et al., 2009; Vieira et al., 2009). Os gatos domésticos são 

selecionados para reprodução principalmente com base em sua aparência e comportamento, 

não pelas características reprodutivas, o que pode levar a vários problemas de fertilidade e 

menor qualidade do sêmen dos animais, principalmente devido a azoospermia/oligospermia e 

teratospermia (Fontbonne et al., 2020). 

As análises de sêmen no gato doméstico são mais complicadas pelo volume diminuto dos 

ejaculados e o conhecimento das variações na morfologia espermática ajudaria a interpretação 

mais confiável dos espermogramas da espécie (Zambelli e Cunto, 2006; Axner e Forsberg, 2007). 
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Os felinos apresentam um fenômeno interessante na função testicular que leva o aumento da 

produção de espermatozoides com teratospermia, ou seja, produção de mais de 60% de 

espermatozoides morfologicamente anormais levando uma redução na produção e na 

fertilidade das células (Axner e Forsberg, 2007). Espermatozoides teratospérmicos apresentam 

alteração na capacidade de sobreviver à criopreservação, no processo de capacitação e reação 

acrossômica, na penetração da zona pelúcida e na fertilização do oócito (Pukazhenthi et al., 

2006).  

A teratospermia na espécie pode ter diferentes tipos de origem como a redução da 

diversidade genética, sendo que alguns gatos produzem periodicamente um alto número de 

espermatozoides malformados que parecem parcialmente regulados pela sazonalidade ou 

talvez a abstinência nas cópulas, nutrição ou fatores de saúde (Blottner e Jewgenow, 2007). 

Também é conhecido que ocorrem distúrbios na depleção das células germinativas apoptóticas 

que garantem a qualidade dos gametas produzidos, o que contribui para o aumento da 

produção de espermatozoides com baixa qualidade. As razões e os mecanismos exatos desta 

condição são pouco conhecidos, podendo estar relacionados com a idade e a época de 

reprodução, pois alguns animais podem apresentar mudanças sazonais no peso do testículo, 

concentração de testosterona e qualidade do sêmen (Jewgenow et al., 2009; Prochowska et al., 

2021). 

 

3 OBJETIVOS 

OBJETIVO GERAL 

Este estudo visou realizar a seleção de espermatozoides de alta qualidade através da 

separação espermática por ativação magnética em sêmen fresco de bovinos, cervídeos, equinos 

e felinos domésticos, avaliando a qualidade das células após o processo de seleção espermática.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Desenvolver para animais domésticos e silvestres a técnica de separação espermática por 

ativação magnética (MACS/SEAM ) afim da obtenção de amostras de espermatozoides de 

alta qualidade comparando com a centrifugação por gradiente de densidade (DGC). 

• Comparar a motilidade e a morfologia espermática pré e pós-separação por MACS/SEAM, no 

filtrado (fração não apoptótica) e na porção retida na coluna de separação (fração 

apoptótica), a fim de analisar a interferência da MACS/SEAM na qualidade celular. 
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• Analisar se ocorre algum tipo de lesão nas células espermáticas após separação por DSG e 

MACS, pelo teste supravital e através da avaliação da membrana plasmática e do potencial 

de mitocôndrias usando as sondas fluorescentes. 

• Verificar se a técnica de separação espermática é eficiente em todas as espécies 

• Produzir amostras de sêmen de alta qualidade e com alta chance de fertilidade a fim de 

aumentar os índices reprodutivos in vivo e in vitro. 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Local de execução 

1)  Laboratório de Reprodução Animal da Universidade Federal de Uberlândia – preparo de 

materiais, corantes e reagentes, análises morfológicas do sêmen e teste supravital. 

2) Bovinos 

- Coleta de sêmen dos touros, análises de CASA e citometria de fluxo para análise de 

membranas espermáticas na Central Alta Genetics, Uberaba, MG. Cooperação dos doutores 

Neimar Correa Severo e João Pedro Brandão Zandonaide. 

-  Análise de citometria de fluxo para potencial mitocondrial dos espermatozoides – 

Laboratório de Reprodução Animal da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, Campo 

Grande, MS. Cooperação do Dr. Gustavo Guerino Macedo. 

3) Cervídeos 

- Coleta do sêmen no Núcleo de Pesquisa e Conservação de Cervídeos (NUPECCE), UNESP, 

Campus Jaboticabal, Jaboticabal, SP. Cooperação do Dr. José Maurício Barbanti Duarte.  

4) Equinos 

- Coleta do sêmen de animais de criatórios particulares da região de Uberlândia, MG, sendo as 

amostras cedidas pelos doutores Paula Caroline Pereira e Pedro Sanches Oquendo Junior. 

5) Gatos 

- Coleta e análise física do sêmen realizada no Laboratório de Reprodução Animal da 

Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR. Cooperação da Dra. Maria Isabel Mello 

Martins. 

 

4.2. Os animais 

1 - Bovinos - Foram realizadas coletas de sêmen de 21 touros adultos da raça Nelore. Foram 

selecionados animais desclassificados no espermograma devido altas quantidade de células com 
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anormalidades (acima de 30%). Esta pesquisa foi aprovada pela Comissão de Ética na Utilização 

de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlândia, protocolo nº 024/18. 

2 - Cervídeos - Foram utilizados seis cervídeos, sendo dois de cada espécie: veado catingueiro 

(Mazama gouazoubira), veado-roxo (Mazama nemorivaga) e veado-mateiro (Mazama 

americana), pertencentes ao Núcleo de Pesquisa e Conservação de Cervídeos (NUPECCE), do 

Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias da UNESP, Campus 

Jaboticabal, Jaboticabal, SP, Brasil (Registro IBAMA nº 1/35/92/0882-5, Cadastro SISBIO nº 

482.508). Os cervídeos eram mantidos em baias individuais (4m x 4 m), com contato auditivo e 

olfatório entre machos e fêmeas e expostos a flutuações naturais de luminosidade, temperatura 

e umidade relativa do ar. A alimentação era à base de ração industrializada e forragens e a água 

fornecida à vontade ao animal. 

3 - Equinos - O estudo foi realizado com 10 garanhões das raças Quarto de Milha e Mangalarga 

criados na região de Uberlândia/MG. Foram selecionados animais desclassificados no 

espermograma (CBRA, 2013), por apresentarem altas quantidades de células com 

anormalidades (acima de 30%).  

4 - Gatos – Utilizou-se sêmen de 10 gatos domésticos adultos sem raça definida, oriundos de 

uma ONG de proteção animal que foram levados para castração no programa de controle 

populacional de animais da Universidade Estadual de Londrina. 

 

4.3. Coleta, preparação e análise das amostras 

4.3.1. Coleta do sêmen 

As amostras de sêmen dos bovinos foram coletadas utilizando o método de vagina artificial 

por pessoal treinado do quadro técnico da Central Alta Genetics, sob as mesmas condições 

técnicas e de assepsia.  
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Figura 2 – Coleta de sêmen dos touros pela técnica de vagina artificial na Central Alta Genetics, 

Uberaba, MG.  

As coletas de sêmen dos cervídeos foram realizadas pela técnica de eletroejaculação sob 

anestesia geral. Os animais foram anestesiados com associação dos anestésicos cloridrato de 

xilazina (1 mg/ kg) e cloridrato de quetamina (10 mg/kg), por via intramuscular. Foi utilizado um 

eletroejaculador (P-T Eletronics®; Boring, OR; USA) acoplado a uma probe (2,0 cm de diâmetro 

e 28,0 cm de comprimento, com três eletrodos longitudinais com 1,5 cm de distância entre os 

mesmos). Após sedação e introdução dos eletrodos direcionados ventralmente no reto, o animal 

recebeu estímulos crescentes de 250 mA a 750 mA com duração média de três segundos, e entre 

cada estímulo houve um intervalo de três segundos (perfazendo um total de dez estímulos por 

sequência). Foram realizadas três sequências de estimulação, com intervalos de um a dois 

minutos durante a coleta (Duarte e Garcia, 1995).  

 

Figura 3 – Coleta de sêmen dos cervídeos pela técnica de eletroejaculação sob anestesia geral 

no Núcleo de Pesquisa e Conservação de Cervídeos, UNESP, Jaboticabal, SP. 
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As coletas dos equinos foram realizadas utilizando o método de vagina artificial, sob as 

mesmas condições técnicas e de assepsia. 

 

Figura 4 – Coleta de sêmen dos equinos pela técnica de vagina artificial, Uberlândia, MG. 

As coletas dos gatos foram realizadas pela técnica de Coleta farmacológica, utilizando a 

associação de dexmedetomidina (30 µg/kg, IM; Dormitor®, Zoetis) e cetamina (5 mg/kg, IM; 

Quetamina®, Vetnil) e a cateterização uretral por sonda tomcat (0,8mm x 1,00mm x 11cm) com 

15 minutos após a aplicação dos fármacos (Hidalgo et al., 2022). 

 

Figura 5 – Coleta de sêmen dos gatos pela técnica de Coleta farmacológica com cateterização 

uretral no Laboratório de Reprodução Animal da UEL, Londrina, PR. 
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4.3.2. Fluxograma das análises  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Análises sequenciais realizadas nas amostras de sêmen.  Etapa NAP – DGC e citometria 

só foi realizada em bovinos. Análise de motilidade feita no CASA em bovinos e gatos e em 

microscopia óptica nos cervídeos e equinos. 

 

4.3.3. Análises física e morfológica do sêmen  

Para as análises de motilidade total e progressiva foi realizada a análise computadorizada 

de sêmen (CASA) em equipamento modelo IVOS (Hamilton Thorne®) para as amostras de 

bovinos e de gatos. Nas outras espécies, cervídeos e equinos, foram feitas sob microscopia 

óptica utilizando uma gota de sêmen sobre uma lâmina de vidro recoberta com lamínula.  

 

 

Figura 7 – Aparelho CASA utilizado na análise de motilidade espermática de bovinos e gatos. 
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A concentração do sêmen foi medida com auxílio da câmara de Neubauer, para mensuração 

do número de espermatozoides por mL na amostra, em todas as espécies.  

A morfologia espermática foi avaliada em todas as espécies pelo método de preparação em 

câmara úmida, sob microscopia óptica de contraste de fase, sendo avaliadas 200 células, 

verificando a porcentagem das anormalidades individualmente e contabilizando os defeitos 

maiores, menores e totais. Todas as análises foram realizadas pelo mesmo avaliador. A 

classificação das anormalidades foi de acordo com o Manual de Exame Andrológico (CBRA, 

2013). 

O teste supravital (análise de vivos/ mortos) foi feito utilizando esfregaço de sêmen corado 

com eosina-nigrosina, corante Botuvital® (Botupharma, Botucatu, SP), verificando a 

porcentagem de células com membrana íntegra (“vivos”) e membrana lesada (“mortos”) 

(Faezah et al., 2012). 

 

  

 

Figura 8 – Esfregaço de sêmen com corante Botuvital® para análise de integridade da membrana 

espermática. Fonte: www.botupharma.com.br. 

 

Foram analisadas cinco amostras diferentes: 1) sêmen fresco (fresco); 2) pós separação por 

DGC (DGC); 3) pós separação por MACS ou SEAM (porção filtrada, não apoptótica) (NAP); 4) pós 

separação por MACS ou SEAM (porção retida na coluna – apoptótica) (APT) e 5) pós separação 

por MACS (porção filtrada) seguida da DGC (NAP-DGC).  

 

4.3.4. Análises de membrana plasmática e potencial mitocondrial 

A integridade da membrana plasmática e do potencial mitocondrial foram avaliadas de 

acordo com protocolo por Celeghini et al. (2007), com adaptações. A integridade da membrana 

plasmática foi avaliada em citometria de fluxo (Cyflow®) utilizando 10 μL de sêmen com 2 μL 

iodeto de propídio e 1 μL de SYBR-14.  

Para análise do potencial mitocondrial foi utilizado um milhão de espermatozoides diluídos 

em 150 μL de HEPES com 6 μL de JC-1 (iodeto de 5, 5’, 6, 6’ – tetracloro - 1, 1, 3, 3’ – 
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tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) que após incubação por 8 minutos em temperatura 

ambiente sob abrigo da luz foram fixadas com paraformol 4% (3 μL) e armazenadas em geladeira 

sob abrigo da luz até a análise, também realizada por citometria de fluxo (Cytoflex®). 

 

 

Figura 9 – Citômetro de fluxo utilizado na análise de integridade da membrana plasmática e do 

potencial mitocondrial de bovinos. 

 

4.3.5. Centrifugação por gradiente de densidade  

Para separação espermática por centrifugação em gradiente de densidade (DGC) foi utilizada 

uma solução estoque de Percoll a 90% (P1644 Sigma-Aldrich, St Louis, USA). O gradiente de 

densidade de Percoll foi preparado depositando-se em tubos uma camada de 400 μl de Percoll 

45%, abaixo dela depositou 400 μl de Percoll 90% e acima destas soluções foi depositado 20 

milhões de espermatozoides, seguindo protocolo de mini Percoll de Missio et al. (2018), com 

modificações. Os gradientes foram centrifugados a 900 G por 5 minutos, na temperatura 

ambiente. O sedimento contendo os espermatozoides foi diluído em 150 μl HEPES (H3375 

Sigma-Aldrich, St Louis, USA) para análise celular (Machado et al, 2009).  

 

Figura 10 – Centrifugação em densidade de gradiente com Percoll (mini Percoll). 



44 
 

4.3.6. Separação celular por ativação magnética  

Para separação espermática por MACS foi utilizado o protocolo descrito por Rawe et al. 

(2009), com modificações. Na amostra contendo 10 milhões de espermatozoides foram 

adicionados 1,5 ml de HEPES, seguido de centrifugação a 300 G por 10 min. O pellet formado foi 

ressuspendido em 150 μl HEPES e adicionado 20 μl de nanopartículas ligadas à Anexina V 

(Miltenyi Biotec, Alemanha). Após a incubação por 15 minutos em temperatura ambiente, 

procedeu-se a filtração na coluna de separação magnética MiniMACS (Miltenyi Biotec, 

Alemanha). A coluna foi previamente hidratada com 500 μl de tampão fosfato salino (PBS) com 

soro albumina bovina (BSA). O filtrado ou fração não apoptótica foi coletado em tubo de 2 mL. 

A fração apoptótica unida às microesferas foi coletada removendo a coluna do ímã e 

adicionando 300 μl do HEPES, com a ajuda de um êmbolo. 

 

 

Figura 11 – Ligação da fosfotidilserina com anexina V e as nanopartículas nos espermatozoides. 

Adaptado de Berteli (2017).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Separação de espermatozoides apoptóticos utilizando MACS.  (A) A coluna que 

contém esferas de aço é colocada dentro de um ímã externo. (B) As células não marcadas fluem 

através da coluna a ser coletada. (C) As células marcadas imunomagneticamente permanecem 

ligadas as esferas magnetizadas e são retidas dentro da coluna. Adaptado de Rawe et al. (2009) 

e Said e Land (2011).  
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Figura 13 - Separação de espermatozoides utilizando MACS.  Etapas de marcação e separação 

magnética e eluição das células apoptóticas da coluna. Adaptado de Miltenyi Biotec. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 - Coluna de separação magnética MiniMACS (Miltenyi Biotec, Alemanha) utilizada na 

separação de espermatozoides em bovinos. A - imã magnético, B - coluna de filtração. 

 

Após as análises de bovinos utilizando o MiniMACS (Miltenyi Biotec) foi desenvolvido um 

protótipo de separação específico para espermatozoides, nomeado de SEAM (separação 

espermática por ativação magnética). Este protótipo se encontra em fase de solicitação de 

patente e foi desenvolvido pelo Dr. Maurício Foschini do Instituto de Física da Universidade 

Federal de Uberlândia, em parceria, para as pesquisas com nanopartículas.  

O SEAM é uma técnica semelhante ao MACS, com algumas alterações. O SEAM É composto 

por uma coluna contendo uma matriz com esferas ferromagnéticas e um campo magnético de 

alta potência em uma coluna de separação. O campo magnético de 0,5 tesla retém de forma 

B 

A 
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eficiente as células marcadas com as nanopartículas e a matriz espaçosa dentro da coluna 

garante que células não marcadas possam facilmente fluir. Ele possui um sistema de controle 

de intensidade de fluxo de filtração regulado por um display, além de um sistema de controle 

de temperatura na coluna de filtração e no frasco que recebe o filtrado para manter a 

temperatura constante das células espermáticas (37°C).  

Este protótipo foi utilizado nas análises de cervídeos, equinos e gatos. Toda a sequência de 

metodologia utilizada para a separação magnética utilizada no MACS foi também utilizada no 

SEAM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 - Coluna de separação magnética SEAM (protótipo provisório) desenvolvido para 

seleção de espermatozoides, à direita detalhe da coluna de filtração. A) seringa para controle 

de fluxo, B) coluna de filtração com controle térmico, C) imã magnético, D) frasco de coleta do 

filtrado com controle térmico, E) Display para controle de fluxo de filtração. Protótipo utilizado 

nas filtrações de cervídeos, equinos e gatos. 

 

4.3.7. Separação celular por ativação magnética – Centrifugação por gradiente de densidade 

A separação espermática por MACS seguida por DGC foi uma conjunção dos dois métodos 

descritos acima. Esta análise só foi feita em bovinos devido à disponibilidade de amostra 

suficiente para as análises. 

 

4.3.8. Análise estatística 

A análise estatística foi realizada com auxílio do programa Statistical Analysis System for 

Windows SAS® 9.2 (SAS, 2014). Em bovinos, as variáveis contínuas foram avaliadas quanto à 
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normalidade dos resíduos pelo procedimento UNIVARIATE e submetidas ao teste de Bartlett. 

Em cervídeos, equinos e gatos, os dados foram avaliados quanto à normalidade dos resíduos 

pelo teste de Shapiro- Wilk. As variáveis que não atenderam aos requisitos de normalidade e 

homogeneidade da análise de variância foram devidamente transformadas de acordo com o 

Guided Data Analisys do SAS. Comparações entre os tratamentos foram realizadas pelo 

procedimento MIXED do SAS (versão 9.4; SAS institute, Inc., Cary, NC, USA), tendo o tratamento 

como efeito fixo. As diferenças entre tratamentos foram obtidas por meio do teste de Tukey. A 

probabilidade de P≤0.05 foi considerada como diferença significativa. Os dados foram 

apresentados como média ± erro padrão da média (EPM). 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Bovinos 

Todos os métodos utilizados nas análises mostraram-se eficientes no estudo dos 

espermatozoides dos bovinos. Quando comparamos as técnicas de DGC e MACS verificamos que 

ambas foram eficientes na redução de anormalidades espermáticas retirando, principalmente, 

de forma seletiva, defeitos de cauda e cabeça, respectivamente. Porém, a combinação dos dois 

métodos mostrou maior eficiência produzindo amostra de alta qualidade celular, como 

mostrado por Assumpção et al. (2021b). Como nesta pesquisa, Gil et al. (2013), Bucar et al. 

(2015) e Berteli et al. (2017) também mostraram a eficiência do MACS na seleção de 

espermatozoides funcionais no sêmen humano, e quando utilizada junto ao gradiente de 

densidade os resultados nas taxas de fertilização foram excelentes. Curti et al. (2014) relataram 

que MACS quando utilizada junto ao gradiente de densidade reduz de 30 a 60% o número de 

células com defeitos de cabeça e cauda.  

A MACS se mostrou, neste estudo, muito efetiva na seleção de espermatozoides funcionais 

de alta qualidade de bovinos como verificado também por Faezah et al. (2012) e Assumpção et 

al. (2021b), com aumento da motilidade e redução das anormalidades, como obtido no sêmen 

humano por Gil et al. (2013) e Berteli et al. (2017). Aziz et al. (2007) e Odhiambo et al. (2014) 

utilizando MACS observaram aumento de viabilidade, motilidade progressiva e morfologia 

normal, semelhantes ao verificado neste estudo.  

As Tabelas 1 e 2 e a Figura 16 mostram os valores médios de motilidade total e progressiva, 

os tipos de anormalidades individuais, maiores, menores e totais das células espermáticas 

obtidas nas cinco amostras do sêmen analisadas. Todas as variáveis foram significativas nas 

análises de variância com p<0,05.  



48 
 

Tabela 1 – Média de motilidade total e progressiva do sêmen observadas nas amostras de sêmen 

fresco, DGC, NAP, APT e NAP-DGC em touros da raça Nelore (valores em porcentagem, média ± 

EPM). 

* NAP - não apoptótica, APT - apoptótica e DGC - Centrifugação em gradiente de densidade. Letras Diferentes nas 

linhas indicam diferença significativa (p<0,05). 

 

Tabela 2 – Média de anormalidades morfológicas dos espermatozoides observadas nas amostras 

de sêmen fresco, DGC, NAP, APT e NAP-DGC em touros da raça Nelore (valores em porcentagem, 

média ± EPM). 

NAP - não apoptótica, APT - apoptótica e DGC - Centrifugação em gradiente de densidade. Letras Diferentes nas linhas 

indicam diferença significativa (p<0,05). 

 
fresco DGC NAP APT NAP-DGC 

Motilidade total 75,75±3,82a 72,66±5,39a 52,18±3,32b 17,80±4,66c 8,11±5,06c 

Motilidade progressiva 58,22±3,30a 68,31±3,94a 38,33±2,83c 12,10±2,76d 11,37±3,94d 

Anormalidade fresco DGC  NAP APT NAP-DGC  

Abaxial/ retroaxial  0,50±0,17a 0,18±0,10ab 0,25±0,12ab 0,26±0,10ab 0,08±0,08b 

Acrossoma     3,22±0,78ab 2,40±0,51ab 0,80±0,21b 4,31±0,79a 0,75±0,35b 

Cabeça isolada normal 5,90±1,19a 2,81±0,52b 0,95±0,25b 2,26±0,56b 1,00±0,30b 

Cauda dobrada 5,86±1,51a 3,04±0,57a 4,40±0,77a 4,68±0,94a 1,66±0,43b 

Cauda Enrolada  1,09±0,32ab 0,22±0,14b 1,50±0,41a 0,36±0,17b  0,58±0,25ab 

Cauda fort. Dobrada/ enrolada 4,40±0,86a 0,77±0,25b 1,45±0,38b 4,10±0,90a  0,91±0,37b 

Contorno anormal 2,45±0,56b 2,31±0,31b 1,30±0,29b 5,42±0,76a  1,50±0,39b 

Defeito de peça intermediária 0,18±0,10a 0,04±0,04a 0,15±0,08a 0,10±0,07a 0,0a 

Delgado 0,90±0,35a 0,59±0,26a 0,20±0,15a 0,73±0,25a  0,08±0,08a 

Delgado na base 0,77±0,27a   0,54±0,21ab 0,05±0,05b  0,31±0,21ab 0,0b 

Gota citoplasmática distal 0,77±0,30a 1,54±0,73a 0,75±0,26a 1,26±0,68a 0,16±0,16a 

Gota citoplasmática proximal 6,86±1,76a 5,27±1,20a 4,40±1,02a 4,36±1,03a 3,00±1,02a 

Piriforme 0,13±0,09a 0,18±0,08a 0,0a 0,15±0,08a 0,0a 

Pouch formation 2,63±0,88a 1,27±0,66a 1,25±0,35a 1,89±0,60a 0,66±0,35a 

Defeitos maiores 19,36±2,20a 13,36±1,53b 9,65±0,97bc 21,10±1,82a 6,66±1,11c 

Defeitos menores 

Defeitos totais 

15,22±2,43a 

35,04±2,29a 

8,13±0,90bc 

21,50±1,47b 

7,65±0,84bc 

17,30±1,10b 

9,57±1,21b 

30,68±1,94a 

3,83±0,71c 

10,50±1,46c 
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Figura 16 - Defeitos morfológicos maiores, menores e totais verificadas nos espermatozoides 

nas amostras de sêmen fresco, DGC, NAP, APT, NAP-DGC em touros da raça Nelore. Letras 

diferentes indicam diferença significativa, p< 0,05 (média ± EPM). 

Na análise das Tabelas 1 e 2 e Figura 16 notamos que a separação por DGC aumentou a 

motilidade progressiva dos espermatozoides em torno de 15 % em relação ao sêmen fresco 

porém sem diferença significativa entre elas, pois esta técnica retira do meio as células com 

problemas de movimentação, como foi verificado também por Oliveira et al. (2011) que 

afirmaram que as melhores células em termos de movimento flagelar são selecionadas por este 

método. Se compararmos a motilidade da NAP com APT a queda foi maior que 30%, mostrando 

que a MACS também é capaz de retirar células que não se movimentam. Já a NAP-DGC 

apresentou baixa motilidade progressiva talvez devido ao número de procedimentos a que a 

célula foi submetida e o tempo grande dispendido nas análises, como mostra a pesquisa de 

Assumpção et al. (2021b). Rawe et al. (2009) e Berteli et al. (2017) afirmaram que a redução de 

motilidade após MACS é devido às forças mecânicas e magnéticas dentro da coluna que podem 

levar a defeitos na cauda com queda na motilidade, porém com alta quantidade de células vivas. 

A motilidade total não mostrou diferença entre o fresco e o DGC, mas sim com as outras 

amostras. 

Em termos de anormalidades espermáticas notamos que tanto o DGC como o MACS 

reduziram sua quantidade, sendo que a conjunção das duas análises (NAP-DGC) traduziu uma 

redução drástica, como visto na Tabela 2, onde observamos que o total de defeitos reduz mais 

de 70%. Da mesma forma observamos que os defeitos maiores e menores foram variáveis entre 

as amostras. A APT sempre apresentou elevada quantidade de defeitos, principalmente defeitos 

maiores.  
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A MACS é uma técnica excelente para separação celular, onde observamos que 

características como o aumento da motilidade progressiva e redução de anormalidades dos 

espermatozoides ocorrem após seleção pelo MACS, o que foi demostrado, como neste estudo, 

em bovinos por Faezah et al. (2012), Odhiambo et al. (2014) e Assumpção et al. (2021b) e no 

sêmen humano por Dirican et al. (2008), Arrighi et al. (2009), Tavallee et al. (2012) e Berteli et 

al. (2017).  

Analisando os defeitos individuais podemos observar que defeitos de cauda (Tabela 2) 

tiveram grande queda após a DGC em relação ao fresco. A DGC também contribuiu para redução 

dos outros defeitos das células espermáticas, mas de forma mais sutil. Em relação aos defeitos 

de cabeça, a MACS atuou de forma eficiente na redução destes defeitos, com quedas nos 

defeitos individuais na NAP em relação ao sêmen fresco. Os defeitos de cabeça como lesões do 

acrossoma, contorno anormal e delgado na base também mostraram diferenças entre as 

amostras, o que não ocorreu para delgado e piriforme. 

Em outros defeitos como cabeça isolada normal, a DGC reduziu em 50% sua quantidade, 

enquanto na NAP a redução foi de 84%, mostrando diferença significativa entre fresco e as 

demais amostras. Já para defeitos de peça intermediária, a DGC mostrou-se eficiente reduzindo 

em 78%, mas a NAP praticamente não teve variação e também não houve diferença entre as 

amostras. Analisando as gotas citoplasmáticas proximais e distais notamos que as técnicas de 

DGC e MACS não tiveram boa eficiência na redução destes tipos de anormalidades. Aziz et al. 

(2007) e Dirican et al. (2008) verificaram similar padrão da morfologia espermática entre as 

frações de gradiente de densidade com a não apoptótica que apresentou baixa quantidade de 

cabeças anormais, gotas citoplasmáticas, defeitos de acrossoma e de peça intermediária, porém 

significativamente diferente com a fração apoptótica, como nesta pesquisa.  

A Figura 17 traz os valores médios encontrados de integridade de membrana e potencial 

mitocondrial das células espermáticas e o número de células com membrana íntegra (“vivos”) 

obtidas no teste supravital verificadas nas cinco amostras de sêmen analisadas. 

Na Figura 18 temos a análise da integridade de membrana pela citometria de fluxo. 

A Figura 19 mostra a integridade de membrana espermática avaliada pelo teste supravital no 

esfregaço corado com eosina-nigrosina. 
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Figura 17 – Total de membranas íntegras (“vivos”), integridade de membrana (sondas 

fluorescentes) e potencial mitocondrial das células espermáticas nas amostras de sêmen fresco, 

DGC, NAP, APT, NAP-DGC em touros da raça Nelore. Letras diferentes indicam diferença 

significativa, p< 0,05 (média ± EPM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 – Análise da integridade de membrana pela citometria de fluxo em espermatozoides 

bovinos frescos. Q1: espermatozoides com membrana lesada; Q2: espermatozoides 

moribundos (lentos); Q3: não representa nada; Q4: espermatozoides com membrana íntegra. 
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Figura 19 – Fotomicrografia de espermatozoides bovinos corados com corante eosina-nigrosina 

(teste supravital). Célula corada está com membrana lesada e não corada está com membrana 

íntegra. Ampliação de 1000 X. 

Analisando a Figura 17 notamos que o número de células com membrana íntegra foi 

semelhante nas amostras com exceção da APT onde teve uma queda para 50%, reafirmando 

assim que tanto as técnicas de DGC quanto MACS são eficientes em retirar células com lesão de 

membrana da amostra de sêmen, como observado por Assumpção et al. (2021b). Apesar de não 

significativa a diferença, a NAP apresentou uma elevação de 4% no número de células vivas em 

relação ao sêmen fresco. Grunewald et al. (2006) e Faezah et al. (2012) observaram que MACS 

separa as subpopulações com membrana íntegra resultando maior número de células vivas, o 

que foi detectado no teste supravital. 

Em relação à integridade de membrana avaliada pela sonda fluorescente, não houve 

diferença entre o fresco e DGC, mas sim destas com as outras amostras, porém a NAP teve uma 

grande diferença da APT (56,6% e 34,0%, respectivamente) mostrando mais uma vez a eficiência 

da MACS em retirar células com lesão de membrana que possivelmente já estão entrando em 

apoptose. Nesta pesquisa tivemos uma baixa integridade de membrana na amostra NAP-DGC 

(32,3%), que acreditamos ser devido ao alto grau de manuseio destas células durante as análises 

que pode ter provocado lesão em sua membrana. Aziz et al. (2007), Rawe et al. (2009), Faezah 

et al. (2012) mostraram que MACS separa células com membrana íntegra e também reduz o 

estresse oxidativo das amostras, resultando em menor número de células apoptóticas. Manuel 

et al. (2017) verificaram que a MACS é capaz de reduzir de 60 a 70% as células apoptóticas da 

amostra. 

Também verificando a Figura 17, podemos notar que o potencial mitocondrial foi semelhante 

nas amostras, com exceção da APT onde teve uma queda de quase 20%. Kasai et al. (2002) e 

Zorn et al. (2012) mostraram que a capacidade de fertilização dos espermatozoides está ligada 
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à sua motilidade e é dependente da função mitocondrial, mostrando que a avaliação do 

potencial de membrana mitocondrial serve como parâmetro para inferir a fertilidade das 

células, pois quando este está alto temos uma boa qualidade espermática. 

 

5.2. Cervídeos 

A motilidade média observada no sêmen fresco em M. gouazoubira e M. nemorivaga foi de 

70% e no M. americana foi de 85% e o vigor variou de 2-3 entre as espécies. As motilidades 

observadas nesta pesquisa são semelhantes aos observadas em M. americana por Rola et al. 

(2013), em M. gouazoubira por Perroni (2013), em M. nana por Abreu et al. (2009). 

 Os valores médios de motilidade progressiva das células espermáticas obtidas nas quatro 

amostras do sêmen analisadas foram: fresco 75 ± 4,28%, DGC 71,66 ± 7,49%, NAP 18,33 ± 3,07% 

e APT 16,66 ± 2,1%. Não houve diferença significativa entre fresco e DGC e entre NAP e APT. A 

motilidade progressiva dos espermatozoides foi semelhante entre sêmen fresco e a DGC, mas 

foi extremamente baixa na NAP e APT talvez devido a maior sensibilidade da célula espermática 

na espécie, ao número de procedimentos a que a célula foi submetida e o tempo grande 

dispendido nas análises, o que foi observado por Assumpção et al. (2021). Rawe et al. (2009) e 

Berteli et al. (2017) afirmaram que a redução na motilidade após separação magnética é devido 

às forças mecânicas e magnéticas dentro da coluna que podem levar a defeitos na cauda com 

queda na motilidade, porém com alta quantidade de células vivas.  

A Figura 20 mostra os valores médios das anormalidades maiores, menores e totais das 

células espermáticas obtidas nas amostras do sêmen analisadas.  

 

Figura 20 - Anormalidades morfológicas maiores, menores e totais verificadas dos 

espermatozoides nas amostras de sêmen fresco, DGC, NAP e APT em cervídeos do gênero 

Mazama. Letras diferentes indicam diferença significativa, p< 0,05 (média ± EPM). 
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O total médio de anormalidades verificadas no sêmen fresco em M. gouazoubira foi de 48%, 

M. nemorivaga de 61% e no M. americana foi de 14% (média de 41,83 ± 10,25%, sendo 20,83 ± 

6,63% de maiores e 21,0 ± 5,1% de menores). A elevada quantidade de anormalidades 

espermáticas no sêmen fresco mostra que a qualidade de sêmen é ruim nas espécies de 

cervídeos, sendo muito variável entre espécies. Trabalhando com espécies iguais a desta 

pesquisa, Rola et al. (2013) verificaram em M. americana valores muito inferiores ao deste 

estudo, enquanto para M. nemorivaga foi observado por Perroni et al. (2012) valores 

semelhantes. Em M. gouazoubira Perroni et al. (2012, 2013), Assumpção e Santos (2017) e 

Assumpção et al. (2019) observaram um total de anormalidades espermáticas muito próximos 

ao encontrado neste estudo. 

O total de anormalidades (Figura 20) no sêmen fresco foi alto, mas semelhante ao obtido na 

APT, sendo que DGC e a NAP apresentaram queda expressiva nestas quantidades. Em cervídeos, 

a elevada porcentagem de anormalidades morfológicas pode ser considerada de origem 

genética, resultado de alterações ambientais ou estresse constante. Em animais de cativeiro, 

como os animais desta pesquisa, a causa mais provável seria o estresse causado pela redução 

de liberdade, aprisionamento e imposição da convivência constante com outros indivíduos, já 

que os cervídeos vivem a maior parte do tempo isolados quando livres na natureza (Duarte e 

Merino 1997). 

Quando comparamos as técnicas de DGC e SEAM verificamos que ambas foram eficientes na 

redução de anormalidades espermáticas, retirando principalmente defeitos de cauda e cabeça, 

o que afirma Assumpção et al. (2021). Como nesta pesquisa, Bucar et al. (2015) e Berteli et al. 

(2017) também mostraram a eficiência do MACS na seleção de espermatozoides funcionais no 

sêmen humano com bons resultados nas taxas de fertilização.  

A SEAM se mostrou, neste estudo, muito efetiva na seleção de espermatozoides funcionais 

de alta qualidade de cervídeos, como verificado também por Faezah et al. (2012) e Assumpção 

et al. (2021b) em bovinos e por Aziz et al. (2007), Gil et al. (2013) e Berteli et al. (2017) no sêmen 

humano.  

A Tabela 3 mostra os valores médios das anormalidades individuais das células espermáticas 

obtidas nas quatro amostras de sêmen analisadas. Todas as variáveis foram significativas nas 

análises de variância com p<0,05.  
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Tabela 3 - Média de anormalidades dos espermatozoides observadas nas amostras de sêmen 

fresco, DGC, NAP e APT em três espécies de cervídeos do gênero Mazama (valores em 

porcentagem, média ± EPM). 

NAP - não apoptótica, APT - apoptótica e DGC - Centrifugação em gradiente de densidade. Letras diferentes entre 

colunas indicam diferença estatística (p<0,05). 

Foi utilizada como referência para classificação das anormalidades espermáticas dos 

cervídeos a classificação já existente para mamíferos domésticos (CBRA, 2013), pois ainda não 

há classificação de anormalidades proposta para esta espécie. Neste estudo, foram observados 

14 tipos de anormalidades espermáticas, sendo 4,84% de cabeça, 10% de cabeças isoladas 

(normal e patológica) e 25,86% de cauda e peça intermediária, semelhante ao relatado por 

Assumpção et al. (2021). Como neste estudo, Abreu et al. (2009) encontraram em Mazama nana 

também maior incidência de defeitos de cauda (25,95 ± 6,54) que de cabeça (13,80 ± 6,10), o 

mesmo observado por Assumpção et al. (2019) em M. gouazoubira com 4% de anormalidades 

de cabeça e 32% de cauda. Peroni et al. (2012) encontraram tipos de anormalidades 

semelhantes à deste estudo em M. nemorivaga e M. gouazoubira. 

Analisando os defeitos individuais podemos observar que defeitos de cauda (Tabela 3) 

tiveram grande queda após a DGC em relação ao fresco. A DGC também contribuiu para redução 

dos outros defeitos das células espermáticas, mas de forma mais sutil. A SEAM atuou de forma 

eficiente na redução dos defeitos de cabeça como contorno anormal e delgado na base. Em 

outros defeitos como cabeças isoladas, tanto a DGC quanto a SEAM reduziram suas quantidades, 

 
fresco DGC NAP APT 

Abaxial/ retroaxial  0,67±0,33 a 0,17±0,75 a 0,00 a 1,17±0,80 a 

Acrossoma 0,17±0,17 a 0,00 a 0,00 a 2,33±1,36 a 

Cabeça isolada normal 2,33±1,03 a 2,33±1,06 a 1,33±0,81 a 0,67±0,33 a 

Cabeça isolada patológica 7,67±4,93 a 2,80±2,14 b 0,83±0,84 b 0,83±0,84 b 

Cauda dobrada 6,00±1,44 a 2,00±1,10 b 1,83±0,48 b 5,00±0,82 a 

Cauda Enrolada 6,17±2,62 a 0,00 b 1,17±0,17 b 2,83±0,95ab 

Cauda fort. dobrada enrolada 6,83±2,01a 1,33±0,42 b 2,67±0,50ab 4,00±1,51 a 

Contorno anormal 3,00±2,97ab 2,33±0,33 a 1,50±0,72 a 6,83±2,40 b 

Defeito de peça intermediária 0,83±0,66 a 0,33±0,21 a 0,67±0,50 a 1,00±0,69 a 

Delgado 0,00 a 0,00 a 0,83±0,66 a 1,17±0,54 a 

Delgado na base 1,67±1,67 a 1,33±0,99 a 0,33±0,33 a 2,33±1,57 a 

Gota citoplasmática distal 1,50±1,32 a 0,50±0,50 a 0,50±0,50 a 1,33±1,34 a 

Gota citoplasmática proximal 3,33±3,35 a 1,17±0,98 a 1,33±0,81 a 3,67±2,91 a 

Pouch formation 0,00 a 0,00 a 0,17±0,17 a 0,67±0,67 a 
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mostrando diferença significativa no caso das cabeças isoladas patológicas. Analisando as gotas 

citoplasmáticas proximais e distais notamos que as técnicas de DGC e SEAM não tiveram boa 

eficiência na redução destes tipos de anormalidades.  

Vale notar a SEAM também atuou na redução de defeitos ligados à cauda do espermatozoide 

como cauda dobrada, cauda enrolada e cauda fortemente dobrada e enrolada, onde a NAP 

apresentou diferença com as outras amostras. Arrighi et al. (2009) observaram que a FS está 

presente em 61,4 % das membranas dos espermatozoides em todas as regiões (cabeça, peça 

intermediária e cauda), explicando assim a ligação da ANX/nanopartículas na região da cauda, 

retirando estes defeitos durante a SEAM.  

Resultados semelhantes aos deste estudo na morfologia espermática foram verificadas por 

Aziz et al. (2007) e Dirican et al. (2008), com padrão semelhante da morfologia entre as frações 

de gradiente de densidade e NAP que apresentaram baixa quantidade de cabeças anormais, 

gotas citoplasmáticas, defeitos de acrossoma e de peça intermediária, porém significativamente 

diferente com a fração apoptótica (APT).  

A Figura 21 traz os valores médios encontrados no número de células com membrana íntegra 

obtidas no teste supravital verificadas nas quatro amostras de sêmen analisadas. Não foi 

observada diferença entre as amostras fresco, DGC e NAP, mas sim destas com a APT. 

 

Figura 21 – Total de células espermáticas com membranas íntegras (“vivos”) pelo teste 

supravital nas amostras de sêmen fresco, DGC, NAP e APT em três espécies de cervídeos do 

gênero Mazama. Letras diferentes indicam diferença significativa, p< 0,05 (média ± EPM). 

Analisando a Figura 21 notamos que o número de células com membrana íntegra (“vivos”) 

foi semelhante nas amostras com exceção da APT onde teve uma queda para 67% em relação à 

NAP, reafirmando assim que tanto as técnicas de DGC quanto SEAM são eficientes em retirar 
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células com membrana lesada da amostra de sêmen. Apesar de não significativa a diferença, a 

NAP apresentou uma elevação de 10,5 % no número de células com membrana íntegra em 

relação à DGC. Faezah et al. (2012) observaram no teste supravital que MACS separa as 

subpopulações com membrana íntegra resultando em maior número de células vivas. Aziz et al. 

(2007) e Rawe et al. (2009) analisando a integridade de membrana mostraram que MACS separa 

células com membrana íntegra e também reduz o estresse oxidativo das amostras e Manuel et 

al. (2017) afirmaram que esta técnica reduz em 60 a 70% o número de células apoptóticas.  

 

5.3. Equinos 

A motilidade média observada no sêmen fresco dos animais foi de 48,5 ± 27,1%. As 

motilidades observadas nesta pesquisa foram baixas na maioria dos animais, porém não diferem 

dos relatos da literatura de Fernandes e Pimentel (2002), Mari et al. (2011), Ebel et al. (2020) e 

de Greiser et al. (2020).  Porém a interpretação de motilidade progressiva deve ser cautelosa e 

feita em conjunto com outros achados clínicos, pois segundo Varner (2008) e Love (2016) as 

condições de laboratório, tipo de equipamento e experiência do avaliador podem alterar a 

motilidade intrínseca do espermatozoide do garanhão. Um garanhão pode exibir motilidade 

espermática “normal”, mesmo com grande porcentagem de espermatozoides 

morfologicamente anormais e a fertilidade pode ser reduzida pois algumas células com 

anormalidades podem exibir motilidade (Love, 2011 e 2016). 

A motilidade progressiva das células espermáticas foi observada apenas no sêmen fresco, 

pois a qualidade do ejaculado estava ruim e a maioria das amostras deu motilidade 0% nas 

outras amostras analisadas (DGC, NAP e APT). Apenas um animal que teve motilidade inicial de 

80% no ejaculado, apresentou resultado pós DGC de 50%, esta redução corrobora com o 

afirmado por Alvarenga et al. (2012) e Pessoa et al. (2020) sobre a redução de motilidade pós 

centrifugação, pois é importante a associação entre a força centrífuga e a sua duração que estão 

diretamente ligadas a danos causados às células espermáticas e a quantidade de células 

recuperadas. No entanto, Mari et al. (2011), Lindahl et al. (2012) e Morell (2012) observaram 

um aumento de motilidade dos espermatozoides em garanhões após DGC quando utilizaram 

apenas uma camada de Percoll, e afirmam que a altura e densidade da coluna oferecem um 

desafio extra para a migração de espermatozoides, resultando em um contato prolongado com 

o Percoll, o que pode levar a uma queda na sua motilidade. 

 A motilidade progressiva dos espermatozoides foi zero na NAP e APT talvez devido a maior 

sensibilidade do espermatozoide na espécie, ao número de procedimentos a que a célula foi 

submetida, o tempo grande dispendido nas análises, as forças mecânicas e magnéticas dentro 
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da coluna que podem levar a defeitos na cauda com queda na motilidade (Rawe et al., 2009).  

Alta sensibilidade da célula espermática, devido suas proporções relativas de lipídios de alta 

densidade na membrana celular já é conhecida em equinos (Garcia et al., 2011; Gautier e Aurich, 

2021), assim como nos suínos. Pesquisas de Mrkun et al. (2014) e Deori et al. (2022) em varrões 

mostraram que a motilidade progressiva diminuiu após a separação por MACS, mostrando 

valores muito baixos ou zerados nas frações pós filtração e afirmam que a técnica MACS exige 

mais refinamento antes que possa ser útil para processamento de espermatozoides de suínos, 

o que acreditamos ser semelhante para equinos.  

A Figura 22 mostra os valores médios das anormalidades maiores, menores e totais das 

células espermáticas obtidas nas amostras de sêmen analisadas.  

 

Figura 22 - Anormalidades morfológicas maiores, menores e totais verificadas dos 

espermatozoides nas amostras de sêmen fresco, DGC, NAP e APT em equinos. Letras diferentes 

indicam diferença significativa, p< 0,05 (média ± EPM). 

A média de anormalidades totais verificadas no sêmen fresco foi de 43,20 ± 2,78%, sendo 

24,40 ± 2,89 de defeitos maiores e 18,80 ± 3,43 de defeitos menores. A grande quantidade de 

anormalidades espermáticas no sêmen fresco mostra que a qualidade de sêmen é ruim nos 

equinos, sendo muito variável entre os animais. Esta pesquisa está dentro do obtido nos 

garanhões, como afirmado na literatura, os quais relatam a taxa de normalidade espermática 

de 55,5 ± 2,8% (Fernandes e Pimentel, 2002), 33,5 ± 6,8% (Mari et al., 2011), 50% (Serafini et al., 

2014) e 51 ± 18% (Love, 2016).  

O total de anormalidades (Figura 22) no sêmen fresco foi alto, mas semelhante ao obtido na 

APT (44,5 ± 2,96%), sendo que as outras amostras apresentaram queda nestas quantidades, DGC 
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(15,6 ± 2,10) e a NAP (24,30 ± 1,63). Os achados da fração APT podem ser devido aos marcadores 

apoptóticos positivos específicos dos espermatozoides nos equinos que traduzem alterações de 

membrana de 4,8 a 19,2%, dependente do garanhão (Ortega-Ferrusola et al., 2009). 

Em equinos, a DGC mostrou neste estudo uma redução na porcentagem de anormalidades 

morfológicas, como também relatado por Brum et al. (2008), Mari et al. (2011), Lindahl et al. 

(2012) e Battut et al. (2016). Brum et al. (2008) afirmaram ainda que a técnica de DGC é capaz 

de separar efetivamente subpopulações de células com alterações apoptóticas e imaturas do 

ejaculado. Quando comparamos as técnicas de DGC e SEAM verificamos que ambas foram 

eficientes na redução de anormalidades espermáticas, retirando principalmente defeitos de 

cauda e cabeça, respectivamente. Como nesta pesquisa, Bucar et al. (2015) e Berteli et al. (2017) 

também mostraram a eficiência do MACS na seleção de espermatozoides funcionais no sêmen 

humano com bons resultados nas taxas de fertilização.  

A SEAM se mostrou, neste estudo, efetiva na seleção de espermatozoides funcionais de 

equinos, porém não tão efetiva como verificado por Odhiambo et al. (2014) e Assumpção et al. 

(2020) em bovinos e por Aziz et al. (2007), Gil et al. (2013), e Berteli et al. (2017) no sêmen 

humano. Já nos suínos, Deori et al. (2022) obtiveram um enriquecimento da qualidade do sêmen 

utilizando a MACS, porém Mrkun et al. (2014) observaram uma queda na quantidade de células 

normais com redução de 67,2 ± 17,0% (fresco) para 31,8 ± 12,6% (não apoptótica) e 5,9 ± 7,3% 

(apoptótica), indicando que as alterações morfológicas dos espermatozoides podem ter 

ocorrido durante o MACS, sendo que a razão disto pode ser que a membrana do espermatozoide 

do suíno é mais suscetível do que o espermatozoide de outras espécies, ao procedimento MACS. 

Acreditamos que o sêmen equino possa se comportar semelhante ao suíno devido sua 

sensibilidade, necessitando mais estudos para adaptação da técnica para esta espécie. 

A Tabela 4 mostra os valores médios das anormalidades individuais das células espermáticas 

obtidas nas quatro amostras de sêmen analisadas.  
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Tabela 4 – Média de anormalidades dos espermatozoides observadas nas amostras de sêmen 

fresco, DGC, NAP e APT em equinos (valores em porcentagem, média ± EPM). 

NAP - não apoptótica, APT - apoptótica e DGC - Centrifugação em gradiente de densidade. Letras diferentes entre 

colunas indicam diferença estatística (p<0,05). 

Neste estudo, foram observados 10 tipos de anormalidades espermáticas, sendo 9,4% de 

cabeça e 33,8% de cauda e peça intermediária, achados semelhantes aos de Fernandes e 

Pimentel (2002) e Love (2016), sendo que os defeitos de maior incidência foram defeitos de peça 

intermediária, cauda enrolada e cauda dobrada. Analisando os defeitos individuais podemos 

observar que defeitos de cauda (Tabela 4) tiveram grande queda após a DGC em relação ao 

fresco. A DGC também contribuiu para redução dos outros defeitos das células espermáticas, 

mas de forma mais sutil, como obtido também por Lindahl et al. (2012) que utilizaram esta 

técnica para selecionar espermatozoides morfologicamente normais com cromatina intacta e 

boa motilidade progressiva, recomendando esta técnica para ser incorporada na rotina normal 

de processamento do sêmen do garanhão. 

A SEAM atuou de forma eficiente na redução dos defeitos de cabeça como acrossoma e 

contorno anormal. Em outros defeitos como cabeças isoladas, a DGC foi mais efetiva que a NAP 

na redução de suas quantidades, mostrando diferença significativa no caso das cabeças isoladas 

normais. Analisando as gotas citoplasmáticas proximais notamos que as técnicas de DGC e SEAM 

não tiveram boa eficiência na redução destes tipos de anormalidades.  

Vale notar a SEAM também atuou na redução de defeitos ligados à cauda do espermatozoide 

como cauda dobrada e cauda enrolada. Arrighi et al. (2009) observaram que a FS está presente 

nas membranas dos espermatozoides em todas as regiões, explicando assim também ligação da 

ANX/nanopartículas na região da cauda, retirando estes defeitos durante a SEAM. Resultados 

 
fresco DGC NAP APT 

Acrossoma 3,00±0,44a 0,60±0,40b 0,00b 3,30±0,73a 

Cabeça isolada normal 3,80±1,66 a 1,50±0,68 a 3,70±1,41 a 1,00±0,39 a 

Cauda dobrada 7,80±0,98ab 2,40±0,71c 3,80±0,72ac 9,10±1,62b 

Cauda enrolada 7,20±1,51ab 2,20±0,72b 4,50±0,88ab 9,00±2,11 a 

Cauda fort. dobrada enrolada 4,40±0,80a 0,60±0,33b 3,80±0,74a 3,70±0,61a 

Contorno anormal 4,30±1,22a 1,20±0,53b 0,0b 4,50±1,04a 

Defeito de peça intermediária 6,60±1,06ab 3,40±0,71a 4,30±0,66a 8,30±1,50b 

Delgado na base 0,70±0,59 a 0,00 a 0,0 0a 0,50±0,30 a 

Gota citoplasmática proximal 4,00±0,97 a 2,80±0,70 a 3,10±0,70 a 3,6±1,32 a 

Teratológico 1,40±0,96a 0,90±0,69 a 1,10±0,45 a 1,50±0,89 a 
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semelhantes aos deste estudo na morfologia espermática foram verificadas por Aziz et al. 

(2007), Dirican et al. (2008) e Assumpção et al. (2021b), com padrão semelhante da morfologia 

entre as frações de DGC e NAP que apresentaram baixa quantidade de cabeças anormais, gotas 

citoplasmáticas, defeitos de acrossoma e de peça intermediária, porém significativamente 

diferente com a fração apoptótica (APT).  

A Figura 23 traz os valores médios encontrados no número de células com membrana íntegra 

obtidas no teste supravital (eosina-nigrosina) verificadas nas quatro amostras de sêmen 

analisadas. Não foi observada diferença entre as amostras DGC e NAP, mas sim destas com 

fresco e APT. 

 

Figura 23 – Total de células espermáticas com membrana íntegra (“vivos’) nas amostras de 

sêmen fresco, DGC, NAP e APT em equinos. Letras diferentes indicam diferença significativa, p< 

0,05 (média ± EPM). 

A técnica de coloração com eosina-nigrosina tem sido utilizada por vários pesquisadores para 

avaliar a integridade de membrana do espermatozoide (Battut et al., 2016; Love, 2016; Pessoa 

et al., 2020). Analisando a Figura 23 notamos que o número de células com membrana íntegra 

foi semelhante nas amostras DGC e NAP, com aumento em relação ao fresco e uma redução na 

APT com uma queda de mais de 50% em relação a NAP, reafirmando assim que tanto as técnicas 

de DGC quanto SEAM são eficientes em retirar células com membrana lesada da amostra de 

sêmen. Faezah et al. (2012) observaram no teste supravital que MACS separa as subpopulações 

com membrana íntegra resultando maior número de células vivas, o mesmo observado por 

Assumpção et al. (2021b). Rawe et al. (2009) e Berteli et al. (2017) afirmaram que apesar da 

redução de motilidade espermática observada após MACS a quantidade de células vivas 

recuperada após os procedimentos é elevada.  
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5.4. Gatos 

A coleta de sêmen por cateterismo uretral neste estudo se mostrou eficiente na obtenção de 

amostras de sêmen em gatos após o uso de agonistas α2-adrenérgicos, neste caso sendo 

utilizado a dexmedetomidina.  É uma técnica rápida e de alta aplicabilidade em programas de 

reprodução assistida em felinos, que segundo Madrigal-Valverde et al. (2021) o uso da 

dexmedetomidina é uma alternativa mais viável e econômica à medetomidina em gatos 

domésticos, pois apenas um quarto da dose desta é suficiente para uma boa Coleta por 

cateterização uretral, reduzindo assim o custo do procedimento. Comparando a eficiência de 

outros fármacos, medetomidina e detomidina, Silva et al. (2021) verificaram em gatos 

domésticos que a melhor qualidade na Coleta e do ejaculado foi com o primeiro fármaco, e 

afirmam o uso da detomidina traduz amostras azoospermicas, relaxamento uretral deficiente, 

volume insuficiente ou contaminação de urina. A técnica de cateterização uretral com uso de 

agonistas α2-adrenérgicos está bem relatada também por outros pesquisadores como 

Pukazhenthi et al. (2006), Zambelli et al. (2008), Scrollavezza et al. (2009), Filliers et al. (2010), 

Prochowska et al. (2015, 2021), Swanson et al. (2017), entre outros. 

Os valores médios de motilidade total e progressiva verificado nos gatos deste estudo foram, 

respectivamente, 63,7±14,9 % e 31,5±12,6 %, valores estes próximos aos relatados por 

Scrollavezza et al. (2009), Vieira et a. (2009), Filliers et al. (2010), Prochowska et al. (2021), Silva 

et al. (2021) e Hidalgo et al. (2022). Já as pesquisas de Scrollavezza et al. (2009), Swanson et al. 

(2017) e Madrigal-Valverde et al. (2021) encontraram valores bem mais elevados do que os 

deste estudo tanto na motilidade total como na progressiva, talvez devido o fármaco utilizado 

ou as características dos animais utilizados no estudo.  

As análises de sêmen dos gatos foram complicadas pelo pequeno volume dos ejaculados 

obtidos, o que comprometeu a realização de algumas análises por falta de material suficiente. 

O teste de DGC foi possível em apenas 50% dos animais, assim como análise de motilidade pós 

SEAM feita apenas em 3 animais. A motilidade média total obtida na DGC foi 34,6±33,7 %, sendo 

que um animal apresentou 90% de motilidade e dois outros apenas 9%, reafirmando assim a 

variabilidade das respostas ao DGC na espécie. Há poucos relatos do uso desta técnica em gatos 

domésticos, mas Howard et al. (1990 e 1993) relataram elevação de 50% na motilidade após o 

swim-up principalmente nos gatos teratospérmicos, enquanto Filliers et al. (2008) obtiveram 

80,8 % de motilidade total e 69,9% de progressiva após o DGC, muito superior ao obtido nesta 

pesquisa. 

A resposta foi fraca na motilidade pós SEAM, sendo NAP dos 3 animais com média de 30% 

de motilidade e a APT 0%, não encontramos explicação na literatura para este resultado mas 
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acreditamos que número de procedimentos a que a célula foi submetida e o tempo grande gasto 

nas análises pode ter contribuído para este resultado, pois segundo Rawe et al. (2009) a redução 

da motilidade após MACS é devido às forças mecânicas e magnéticas dentro da coluna que 

podem levar a defeitos na cauda com queda na motilidade. 

A Tabela 5 e a Figura 24 mostram os valores médios das anormalidades individuais, maiores, 

menores e totais das células espermáticas obtidas nas quatro amostras do sêmen analisadas. 

Todas as variáveis foram significativas nas análises de variância com p<0,05.  

Tabela 5 – Média de anormalidades individuais dos espermatozoides observadas nas amostras 

de sêmen fresco, DGC, NAP e APT em gatos domésticos (valores em porcentagem, média ± 

EPM). 

NAP - não apoptótica, APT - apoptótica e DGC - Centrifugação em gradiente de densidade. Letras diferentes entre 

colunas indicam diferença estatística (p<0,05). 

 

 

Figura 24 - Anormalidades morfológicas maiores, menores e totais verificadas nos 

espermatozoides nas amostras de sêmen fresco, DGC, NAP e APT em gatos domésticos. Letras 

diferentes indicam diferença significativa, p< 0,05 (média ± EPM). 

 
fresco DGC NAP APT 

Acrossoma 3,00±0,71a 0,80±0,37ab 0,30±0,21b 2,20 ±0,46a 

Cabeça isolada normal 1,00±0,33a 3,00±1,58a 0,60±0,30a 2,00±0,68a 

Cauda dobrada 8,40±1,38a 1,20±0,73b 3,00±0,61b 4,90 ±0,76ab 

Cauda Enrolada 7,10±1,19a 2,80±1,24a 5,70±1,48a 5,10±1,31a 

Cauda fort. dobrada enrolada 14,60±3,40a 2,20±1,11ab 14,30±2,73a 17,30±2,13a 

Contorno anormal 5,10±0,86a 1,60±0,60b 1,00 ±0,33b 5,70±0,61a 

Defeito de peça intermediária 8,70±1,92a 3,40±0,24a 4,90±0,98a 5,80±1,09a 
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A média de anormalidades totais verificadas no sêmen fresco foi de 47,9 ± 4,47%, sendo 31,4 

± 3,54 de defeitos maiores e 16,5 ± 2,08 de defeitos menores. A grande quantidade de 

anormalidades espermáticas no sêmen fresco mostra que a qualidade de sêmen é ruim nos 

gatos, sendo muito variável entre os animais, porém segundo Howard et al. (1993) os animais 

deste estudo estão classificados como normospérmicos, pois os animais teratospérmicos seriam 

aqueles que apresentam mais de 60% de células anormais no ejaculado. As médias totais de 

anormalidades registradas nesta pesquisa estão de acordo com o verificado por Axner e Fosberg 

(2007, Vieira et al. (2009), Villaverde et al. (2007) e Prochowska et al. (2015, 2021). No entanto, 

Madrigal-Valverde et al. (2021) observaram 36,7% de anormalidades totais sendo 12,2% de 

maiores e 23,50% de menores, diferente do que aqui observamos onde a maior quantidade foi 

de defeitos maiores da célula, como relatado também por Vieira et al. (2009). 

A Tabela 5 mostra que foram encontradas neste estudo um total de 7 anormalidades 

espermáticas, prevalecendo os defeitos de cauda (fortemente dobrada e enrolada, dobrada e 

enrolada) e também de peça intermediária. A literatura relata resultados variados de 

anormalidades individuais em gatos, mas semelhantes ao deste estudo, onde a maioria descreve 

alta quantidade de defeitos de peça intermediária e cauda (Howard et al., 1993; Tebet et al., 

2006; Zambelli e Cunto, 2006; Villaverde et al., 2008; Vieira et al., 2009; Prochowska et al., 2015; 

Madrigal-Valverde et al., 2021; Prochowska et al., 2021). Porém Zambelli e Cunto (2006) e Axner 

e Fosberg (2007) observaram também alta incidência de defeitos de cabeça, diferentemente do 

encontrado neste estudo. As variações encontradas nos diversas estudos podem estar 

relacionadas as técnicas de Coleta, pedigree dos animais, sazonalidade reprodutiva, abstinência 

nas cópulas, nutrição, fatores de saúde (Axner e Fosberg, 2007; Blottner e Jewgenow, 2007; 

Fontbonne et al., 2020). 

 A Tabela 5 e a Figura 24 mostram que os defeitos maiores e menores foram diferentes entre 

as amostras. A APT sempre apresentou elevada quantidade de defeitos, principalmente defeitos 

maiores. Em termos de anormalidades espermáticas notamos que tanto a DGC como a SEAM 

reduziram sua quantidade (Tabela 5), onde observamos que o total de defeitos pós DGC reduziu 

em torno de 70% as anormalidades em relação ao fresco. Howard et al. (1990, 1993) utilizando 

swim-up também duplicou o número de células com morfologia normal, sendo a técnica muito 

eficiente para amostras de animais teratospérmicos. Já Filliers et al. (2008) obtiveram 89,3% de 

células espermáticas normais após o DGC e afirmam que a melhor qualidade celular após o uso 

desta técnica pode ser atribuída à eliminação de bactérias, espécies reativas de oxigênio 

decorrentes de restos celulares e espermatozoides mortos. A SEAM é uma técnica excelente 

para separação celular, o que foi demostrado, como neste estudo, em bovinos por Odhiambo 
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et al. (2014) e Assumpção et al. (2021b) e no sêmen humano por Tavallee et al. (2012) e Berteli 

et al. (2017).  

Analisando os defeitos individuais podemos observar que defeitos de cauda e peça 

intermediária (Tabela 5) tiveram grande queda após a DGC (12,6%) em relação ao fresco (39,8%). 

Em relação aos defeitos de cabeça, a SEAM atuou de forma eficiente na redução destes defeitos, 

com quedas significativas nos defeitos individuais na NAP em relação ao sêmen fresco, 

verificado nas lesões do acrossoma e contorno anormal. 

Em outros defeitos como cabeça isolada normal, a DGC aumentou sua quantidade, enquanto 

na NAP a redução foi de 50%, mostrando diferença entre fresco e as demais amostras. Já para 

defeitos de peça intermediária, a DGC mostrou-se eficiente reduzindo em mais de 50%, bem 

semelhante ao observado na NAP. Aziz et al. (2007) e Dirican et al. (2008) verificaram similar 

padrão da morfologia espermática entre as frações de DGC com as não apoptóticas que 

apresentaram baixa quantidade de cabeças anormais, defeitos de acrossoma e de peça 

intermediária, porém significativamente diferente com a fração apoptótica (APT), como nesta 

pesquisa.  

A Figura 25 traz os valores médios de células com membrana íntegra (“vivos”) obtidas no 

teste supravital verificadas nas quatro amostras de sêmen analisadas. Houve uma pequena 

diferença significativa entre as amostras. 

  

Figura 25 – Total de células com membrana íntegra (“vivos”) nas amostras de sêmen fresco, 

DGC, NAP e APT em gatos domésticos. Letras diferentes indicam diferença significativa, p< 0,05 

(média ± EPM). 

Analisando a Figura 25 notamos que o número de células com membrana íntegra foi 

semelhante nas amostras, com leve aumento nas amostras de DGC e NAP em relação ao fresco 

e uma redução na APT com uma queda de 13% em relação a NAP, reafirmando assim que tanto 
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as técnicas de DGC quanto SEAM são eficientes em retirar células mortas da amostra de sêmen. 

A técnica de coloração com eosina-nigrosina tem sido utilizada por vários pesquisadores para 

avaliar a integridade de membrana dos espermatozoides em gatos domésticos, que em sua 

maioria apresentam elevado número de células íntegras. Utilizando a mesma técnica de Coleta, 

Filliers et al. (2008), Zambelli et al. (2008), Prochowska et al. (2015); Madrigal-Valverde et al. 

(2021) observaram uma média de 72 a 89 % de com membrana íntegra dos espermatozoides no 

sêmen fresco, valores estes próximos ao verificado neste estudo.  

 

6 CONCLUSÕES 

• A seleção espermática por ativação magnética foi efetiva na seleção de espermatozoides 

de alta qualidade, com redução expressiva das anormalidades em bovinos, cervídeos, equinos e 

felinos domésticos. 

• A subpopulação de espermatozoides não apoptóticos teve qualidade espermática 

morfologicamente superior e maior viabilidade celular sendo indicada para uso nos processos 

de fertilização in vivo ou in vitro. 

• A avaliação da membrana plasmática e do potencial de mitocôndrias mostrou que a 

técnica de seleção espermática por ativação magnética não interfere na estrutura celular, 

mantendo sua integridade. 

• As técnicas de centrifugação em gradiente de densidade e de seleção espermática por 

ativação magnética foram eficientes na redução de anormalidades espermáticas retirando 

defeitos de cauda e de cabeça dos espermatozoides. 

• Este método nanotecnológico é eficiente na produção de amostras de sêmen de alta 

qualidade para procedimentos de reprodução assistida. 

• Serão realizados estudos de fertilidade com as células selecionadas por ativação 

magnética para comprovação de sua qualidade. 

• Ainda são necessários mais estudos para melhor entendimento das características 

particulares das células espermáticas de cada espécie, a fim de ajustes na técnica para maior 

eficiência. 
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Anexo 1 – Magnetic-activated cell sorting improves high quality spermatozoa in bovine semen. 

Anexo 2 - Selection of High-quality Sperms by the Nanotechnological Method of Magnetic Activation 

in Brazilian Cervids. 

 



INTRODUCTION

Millions of bovine females are inseminated annually 

around the world, with 80,938,152 females in Brazil insem-

inated in 2020, representing 19.4% of the national female 

herd (ASBIA, 2021). Despite this high number of insemi-

nations, the probability of conception is around 50%, due 

low seminal quality and injuries caused by cryopreserva-

Magnetic-activated cell sorting improves high-
quality spermatozoa in bovine semen
Teresinha Inês de Assumpção1*, Neimar Correa Severo2, João Pedro Brandão Zandonaide3 and 
Gustavo Guerino Macedo4

1Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science, Federal University of Uberlandia, Uberlandia 38400902, Brazil,  
2RevivaH Technical Consultancy, Uberaba 38017200, Brazil,  
3Alta Genetics, Uberaba 38055010, Brazil,  
4Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science, Federal University of Mato Grosso do Sul, Campo Grande 
79070900, Brazil

Original Article

J Anim Reprod Biotechnol 2021;36:91-98
pISSN: 2671-4639 • eISSN: 2671-4663
https://doi.org/10.12750/JARB.36.2.91 JARB

Journal of Animal Reproduction and Biotechnology

Received March 22, 2021

Revised April 28, 2021

Accepted June 6, 2021

*Correspondence

Teresinha Inês de Assumpção

E-mail: teassumpcao@ufu.br

ORCID

https://orcid.org/0000-0001-8323-9348

ABSTRACT    The objective of this study was to establish a selection process for high 

quality sperm in bovine semen using sperm separation by magnetic activation (MACS). 

For this, semen from 21 Nellore bulls was collected using an artificial vagina. To 

guarantee the presence of pathologies in the ejaculate, animals previously declassified 

in four consecutive spermiogram were used. Semen was analyzed in five statuses: 

(1) fresh semen (fresh); (2) density gradient centrifugation (DGC), percoll column; (3) 

non-apoptotic fraction after separation by MACS (MAC); (4) apoptotic fraction from the 

separation (MACPOOR); and (5) MAC followed by DGC (MACDGC). Using a computerized 

analysis system (CASA), motility was measured. The sperm morphology was evaluated 

by phase contrast, and the supravital test was completed with eosin/nigrosin staining. 

For DGC, 20 × 10
6
 cells were used in a gradient of 90% and 45% percoll. MACS 

used 10 × 10
6
 cells with 20 μL of nanoparticles attached to annexin V, and filtered 

through the MiniMACS magnetic separation column. Membrane integrity was assessed 

with SYBR-14/IP and mitochondrial potential with JC-1 by flow cytometry. Processing 

sperm by MACDGC, was more effective in obtaining samples with high quality sperm, 

verified by the total of abnormalities in the samples: 35.04 ± 2.29%, 21.50 ± 1.47%, 

17.30 ± 1.10%, 30.68 ± 1.94% and 10.50 ± 1.46%, respectively for fresh, DGC, 

MAC, MACPOOR, and MACDGC. The subpopulation of non-apoptotic sperm had a 

high number of live cells (82.65%), membrane integrity (56.60%) and mitochondrial 

potential (83.98%) (p  < 0.05). These findings suggest that this nanotechnological 

method, that uses nanoparticles, is efficient in the production of high-quality semen 

samples for assisted reproduction procedures in cattle.
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tion, which both affect fertilization and/or embryonic de-

velopment (Sá Filho et al., 2009). The increasing adoption 

of artificial insemination and cryopreservation of semen 

has increased the need to develop methods to specify the 

fertility of bulls. Since the beginning of the 20th century 

the poor quality of sperm cells has been associated with 

low fertility, and the evaluation of sperm morphology 

has been used in the reproductive health examination or 

research of low fertility of animals (Nöthling and Irons, 

2008).

Semen quality is very variable, even in a single indi-

vidual, which has an impactful relationship with fertil-

ity, since any factor capable of altering spermatogenesis 

results in the production of sperm with morphological 

changes (de Arruda et al., 2015). Sperm quality is one de-

terminant of successful in vivo and in vitro reproduction 

techniques (Rawe et al., 2009; Odhiambo et al., 2014). In 

human medicine, the separation of viable sperm in the 

ejaculate is in great demand for embryo production, since 

human semen has a high number of morphological ab-

normalities (Berteli et al., 2017). In cattle, density gradi-

ent centrifugation (DGC) is used, which separates mobile 

sperm from the solution (Missio et al., 2018); however, it 

does not separate head and membrane pathologies and 

is not viable for large-scale production due to its low ef-

ficiency and high cost.

Phosphatidylserine (FTS) is a phospholipid located on 

the cytosolic side of the sperm cell membrane, and its ex-

ternalization is considered a sign of apoptosis, as it causes 

membrane fluidity, breaks the mitochondrial membrane 

potential, and activates caspases and fragmentation of 

DNA (Aziz et al., 2007; Tavalaee et al., 2012). Thus, FTS 

externalized (apoptosis) is associated with a decrease in 

seminal parameters, such as motility, morphology, and 

concentration, and, consequently, leads to reduced fertil-

ity (Said et al., 2008; Rawe et al., 2009; Tavalaee et al., 

2012). The presence of these apoptosis markers is di-

rectly correlated with in vivo and in vitro fertility failures 

(Tavalaee et al., 2012). Annexin V (ANX) is a protein that 

specifically binds to FTS and is used to identify cells with 

altered membranes, beginning at apoptosis (Kurz et al., 

2005).

The technique of cell separation by magnetic activation 

(MACS) is a non-invasive method that uses knowledge of 

ANX affinity with the FTS membrane. ANX, when coupled 

to metallic microspheres, binds to sperm with damaged 

membranes. By submitting this conjugate (nanoparticles 

+ ANX + sperm) to a high-potency magnetic field in a 

separation column, it adheres to the column, while non-

apoptotic cells with intact membranes pass freely through 

it (Dirican et al., 2008; Rawe et al., 2009; Manuel et al., 

2017), thus separating normal sperm from those with ab-

normalities. MACS increases the number of normal cells, 

as well as motility and morphology (Curti et al., 2014) 

with good results in human in vitro fertilization (Manuel 

et al., 2017), yielding a cell recovery rate in around 73.8 

± 12.1% for human species (Said et al., 2006). In animal 

species, studies using MACS and measuring the efficiency 

of sperm cells in vivo and in vitro post-selection are still 

required.

Thus, the development of a sperm separation tech-

nique that does not interfere with sample quality will 

allow for the production of high-quality semen samples 

from domestic animals, with a high chance of fertility of 

the oocyte. This will contribute to the increase in post-

insemination reproductive efficiency or the production of 

embryos in vitro. In view of this, the present study aimed 

to carry out spermatozoa selection through sperm separa-

tion by MACS and/or DGC/percoll in fresh bovine semen, 

evaluating the quality of cells after the sperm selection 

process.

MATERIALS AND METHODS

Semen collections were approved by Ethics Committee 

on the Use of Animals of the Federal University of Uber-

landia, in 22 June 2018, protocol 024/18. This study was 

carried out in a semen collection and processing center 

(Alta Genetics, Uberaba, Brazil) with Nellore bulls (n = 

21), submitted once a week to ejaculate collections using 

the artificial vagina technique, collecting all the semen 

produced by the animal. To guarantee the presence of 

pathologies in the ejaculates, animals declassified in the 

spermiogram were selected (CBRA, 2013), as they have 

high numbers of cells with abnormalities (above 30%). 

Semen was analyzed after five steps in the collection/

separation process: 1) fresh semen immediately after col-

lection (FRESH); 2) density gradient centrifugation (DGC), 

percoll column; 3) after separation by MACS (filtered por-

tion was good; MAC); 4) after separation by MACS (por-

tion retained in the column was bad; MACPOOR); and 5) 

separation by MACS (filtered portion was good), followed 
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by DGC/percoll (MACDGC) (Fig. 1). In each sample, the 

following analyses were performed: total and progres-

sive motility by computerized semen analysis (CASA) in 

IVOS model equipment (Hamilton Thorne®) (Valverde and 

Madrigal-Valverde, 2018), sperm morphology assessed in 

a wet chamber under phase contrast optical microscopy 

(CBRA, 2013); and the supravital test with semen smears 

stained by eosin-nigrosin (Botuvital®, Botupharma, Botu-

catu, SP), to verify the proportion of spermatozoa living 

and dead (Faezah et al., 2014).

For sperm separation in DGC, a percollTM stock solu-

tion (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) was prepared, com-

posed of 90% percoll (pH 7.4; 280-290 mOsm/kg H2O), in 

Eagle’s medium modified by Dubelcco concentrate 10 × 

(Sigma-Aldrich, St Louis, USA), containing 0.3% BSA (Cal-

biochem, Darmstadt, Germany), 10 mg/L antibiotic, and 

6 mM HEPES (Sigma-Aldrich, St Louis, USA), with the pH 

adjusted to 7.4. The percoll density gradient was prepared 

by depositing 200 μL of TALP-SPERM with 200 μL of the 

90% percoll solution in a 1.5 mL microtube, thus, forming 

the 45% percoll layer. Below this, 400 μL of 90% percoll 

was deposited. Semen containing 20 million sperm was 

deposited above the column, following the protocol of 

Missio et al. (2018), with modifications. Microtubes were 

centrifuged at 900 × G for 5 min at room temperature. 

The sediment containing the sperm was diluted in 150 μL 

HEPES for cell analysis (Machado et al., 2009). 

For sperm separation by MACS, protocol adapted from 

the MACS columns’ manufacturer (Miltenyi Biotec, Ger-

many) was used, as described by Rawe et al. (2009). From 

fresh semen, a solution of 1.5 mL of HEPES containing 

10 million sperm was prepared, followed by centrifuga-

tion at 300 × G for 10 min, to wash the sperm. The pellet 

formed was resuspended in 150 μL HEPES, and 20 μL of 

iron nanoparticles linked to ANX (Miltenyi Biotec, Ger-

many) were added. After incubation for 15 min at room 

temperature, filtration was performed on the MiniMACS 

magnetic separation column (Miltenyi Biotec, Germany). 

The column was hydrated with 500 μL of phosphate buff-

ered saline containing 0.3% BSA. The filtrate, or non-

apoptotic fraction, was collected directly from the column 

in a 2 mL tube (MAC). The apoptotic fraction, joined by 

microspheres in the column (MACPOOR), was obtained by 

removing the column from the magnet and adding 300 μL 

of HEPES with the help of a plunger. Sperm separation by 

MACS followed by DGC/percoll was a combination of the 

two methodologies described above.

Plasma membrane integrity was assessed in flow cytom-

etry (Cyflow®) using 10 μL semen with 2 μL propidium 

iodide (28707-5, St Louis, MO, USA) and 1 μL of SYBR-14 

(Sperm Viability kit, L-7011, Molecular Probes, Eugene, 

USA), with a total of 5,000 cells being evaluated. For the 

analysis of mitochondrial potential, one million sperm 

were used, diluted in 150 μL of HEPES with 6 μL of JC-1 

(5,5’,6,6’-tetrachlor-1,1,3,3’-tetraethylbenzimidazolylcar-

bocyanine iodide; Molecular Probes, T-3168, Sigma-Al-

drich, St Louis, USA). After incubation for 8 min at room 

temperature, protected from light, the samples were fixed 

with 4% paraformaldehyde (3 μL) and evaluated by flow 

cytometry (Cytoflex®); Celeghini et al. (2007) with adapta-

tions.

Statistical analysis was performed with the aid of the 

Statistical Analysis System for Windows SAS® program 

(SAS University). Continuous variables were assessed for 

normality of residues by the UNIVARIATE procedure and 

subjected to the Bartlett test to verify the homogeneity of 

variances. The data was submitted to the GLIMMIX proce-

dure, followed by the Tukey test. Normal distribution de-

Fig. 1. Experimental design (DGC, den-
sity gradient centrifugation; MACS, mag-
netic cell separation).
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pendent variables (parametric) were expressed as adjusted 

means and standard error of the mean (mean ± SEM). A 

significant difference was considered when p < 0.05 and 

trend p < 0.10.

RESULTS

Ejaculate volumes ranged from 6 to 10 mL. Concen-

trations in FRESH semen were 412 × 106 to 2325 × 106 

sperm/mL (mean of 828 × 106 per mL). Treatments in-

fluenced total and progressive motilities, observing a 

decrease in motility with increased manipulation of the 

semen observing an effect of the increased manipula-

tion in the semen in the decrease of motility (Fig. 2). DGC 

increased the sperm’s progressive motility by about 15% 

in relation to FRESH semen. MAC’s motility was more 

than 30% higher than MACPOOR. Both MACPOOR and 

MACDGC had the lowest motility values (Fig. 2). Fig. 3 

shows the parameters of major, minor, and total abnor-

malities in both FRESH semen and after the different se-

lection procedures. Larger and total defects, more strongly 

related to infertility, were present in low quantity after 

DGC, MAC, and MACDGC. Individually, the DGC and 

MACS techniques reduced total sperm abnormalities by 

about 50%; however, the combination of the two methods 

showed a reduction of more than 70% (Fig. 3).

Abnormalities of sperm tail/intermediate portion of 

the sperm (Table 1) were influenced by the procedures. 

MACDGC was able to reduce the proportion of sperm 

with abaxial/retroaxial implantation. The amount of 

sperm with normal isolated heads were reduced after all 

procedures compared to FRESH semen. DGC, the MAC 

procedure, and the combination of the two (MACDGC) 

were effective in reducing sperm with strongly folded 

and curled tails (Table 1). Regarding abnormalities of the 

sperm head (Table 1), MACS reduced such deformities ef-

ficiently. Acrosome defects were retained in the magnetic 

column (MACPOOR), reducing its proportion in filtered 

semen (MAC). Also, sperm with abnormal contour were 

retained in the column (Table 1), and the number of pyri-

form sperm was reduced to zero after filtering in the col-

umn.

The number of live cells (supravital test) was similar in 

all the samples, with the exception of MACPOOR (Fig. 4). 

Membrane integrity did not differentiate between FRESH 

and DGC samples (Fig. 4), but with the other samples, 

MAC had a 22% increase over MACPOOR, whereas 

MACDGC revealed low membrane integrity (32.3%). The 

mitochondrial potential was similar in the samples, and 

although MACPOOR showed a 20% reduction, it showed 

no significant difference from the other samples (Fig. 4).

DISCUSSION

The tested treatments influenced the total and progres-

sive motilities, observing a decrease in motility with in-

creased semen manipulation. DGC increased progressive 

sperm motility by about 15% compared to FRESH semen. 

MAC’s motility was over 30% higher than MACPOOR, 
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Fig. 3. Major, minor, and total morphological defects seen in sperm 
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in Nelore bulls (different letters indicate significant differences, p < 
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FRESH

DGC

MAC MACPOOR MACDGC

90

80

70

60

50

40

30

20

10

M
o
ti
lit

y
(%

)

Sample analysed

0

Total motility
Progressive motility

a

b

c
d

c

d

c

b

a
a

DGC

Fig. 2. Total and progressive motility observed in sperm from FRESH, 
DGC, MAC, MACPOOR, and MACDGC semen samples in Nelore 
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and both MACPOOR and MACDGC had the lowest motil-

ity values (Fig. 2). Although the DGC technique did not 

increase total motility, progressive sperm motility was 

increased by about 15% compared to FRESH semen. This 

validates the experimental model, since the percoll col-

umn was used to select mobile sperm (Berteli et al., 2017; 

Missio et al., 2018). 

The good portion of the MACS filtrate (MAC) showed 

lower motility than both FRESH semen and that processed 

by DGC/percoll, possibly due to increased manipula-

tion of the semen and the need for biochemical adjust-

ments in the filtering medium (Aziz et al., 2007; Berteli et 

al., 2017). Said and Lang (2011) stated that all advanced 

methods of sperm selection involve the prolonged expo-

sure of spermatozoa to non-physiological conditions can 

induce iatrogenic damage, and Rawe et al. (2009) ob-

served that motility decreased by approximately 20% with 

the passage through the column since this parameter is 

mainly influenced by the lower number of fast progressive 

spermatozoa to the detriment of the higher number of 

slow progressive ones.

However, MACPOOR showed a 30% reduction in motility 

compared to MAC. This shows the column ability to retain 

apoptotic immobile sperm (Said et al., 2006; de Vantéry 

Arrighi et al., 2009). MACDGC, on the other hand, had 

motility as low as MACPOOR, probably due to the number 

of procedures to which the cell was subjected. Also, both 

long times of sperm exposure to the filtration means and 

percoll and long periods between analyses subjected the 

cells to mechanical and magnetic forces within the col-

umn, which can lead to defects in the tail. This can result 

in a decrease in motility but a high amount of living cells 

(Aziz et al., 2007; Rawe et al., 2009; Berteli et al., 2017).

When comparing DGC and MACS techniques, we found 

that both were effective in reducing total sperm abnor-

malities, with 40% and 50% drops, respectively. However, 
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Fig. 4. Total live cells, membrane integrity, and mitochondrial poten-
tial of sperm cells in semen samples FRESH, DGC, MAC, MACPOOR, 
and MACDGC in Nelore bulls (different letters indicate significant 
differences, p < 0.5).

Table 1. Individual sperm abnormalities (%) observed in samples of fresh semen, density gradient centrifugation/percoll (DGC), non-apoptotic 

fraction (MAC), apoptotic fraction (MACPOOR), and MAC followed by DGC/percoll (MACDGC) in Nelore bulls

FRESH DGC MAC MACPOOR MACDGC

Midpiece/tail defects 

    Abaxial/retroaxial 0.5 ± 0.2a 0.0 ± 0.1a,b 0.2 ± 0.1a,b 0.3 ± 0.1a,b 0.1 ± 0.1b

    Free normal heads 5.9 ± 1.2a 2.8 ± 0.5b 0.9 ± 0.2b 2.3 ± 0.6b 1.0 ± 0.3b

    Folded tail 5.9 ± 1.5 3.0 ± 0.6 4.4 ± 0.8 4.7 ± 0.9 1.7 ± 0.4

    Curled tail 1.1 ± 0.3a,b 0.2 ± 0.1b 1.5 ± 0.4a 0.4 ± 0.2b 0.6 ± 0.2a,b

    Strongly folded and curled tail 4.4 ± 0.9a 0.8 ± 0.2b 1.4 ± 0.4b 4.1 ± 0.9a 0.9 ± 0.4b

    Defects of midpiece 0.2 ± 0.1 0.1 ± 0.1 0.2 ± 0.1 0.1 ± 0.1 0.0

    Distal cytoplasmic droplet   0.8 ± 0.3 1.5 ± 0.7 0.7 ± 0.3 1.3 ± 0.7 0.2 ± 0.1

    Proximal cytoplasmic droplet 6.9 ± 1.8 5.3 ± 1.2 4.4 ± 1.0 4.4 ± 1.0 3.0 ± 1.0

Head defects

    Acrosome 3.2 ± 0.8a,b 2.4 ± 0.5a,b 0.8 ± 0.2b 4.3 ± 0.8a 0.7 ± 0.3b

    Abnormal contour 2.4 ± 0.6b 2.3 ± 0.3b 1.3 ± 0.3b 5.4 ± 0.8a 1.5 ± 0.4b

    Narrow 0.9 ± 0.4 0.6 ± 0.3 0.2 ± 0.1 0.7 ± 0.2 0.1 ± 0.1

    Narrow at base 0.8 ± 0.3a 0.5 ± 0.2a,b  0.0b 0.3 ± 0.2a,b  0.0b

    Pyriform 0.1 ± 0.1 0.2 ± 0.1 0.0 0.2 ± 0.1 0.0

    Pouch formation 2.6 ± 0.1 1.3 ± 0.7 1.3 ± 0.3 1.9 ± 0.6 0.7 ± 0.3

*Different letters on the lines indicate significant difference (p < 0.05) by Tukey test.
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the combination of the two methods showed greater 

efficiency (reduction of more than 70%), in producing 

samples with high cell quality, containing only 10.5% 

with abnormalities (Fig. 3), as also observed by Faezah et 

al. (2014) and Odhiambo et al. (2014). Like total defects, 

major and minor defects also differed between samples. 

MACPOOR has always presented a high number of ab-

normalities, mainly major defects. In human semen and 

in this research, several others have also demonstrated 

the efficiency of MACS in reducing abnormalities and 

increasing fertilization rates (Said et al., 2008; Gil et al., 

2013; Curti et al., 2014; Bucar et al., 2015; Berteli et al., 

2017). These results, verified with DGC and MACS, ex-

press their action in the selective removal of tail and head 

defects. The MACS efficiency is validated by the fact that, 

according to de Vantéry Arrighi et al. (2009), FTS is pres-

ent in 61.4% of the sperm membranes in all regions (head, 

intermediate part, and tail) with greater expression in the 

head.

Abnormalities of the sperm tail (Table 1) decreased sig-

nificantly after DGC compared to FRESH sperm, including 

folded (5.9 to 3.0), curled (1.1 to 0.2), and strongly folded 

and curled (4.4 to 0.8) tails. DGC also contributed to the 

reduction of other sperm cell defects, though in a more 

subtle way. Additionally, MACS efficiently reduced sperm 

head abnormalities (Table 1), with significant decreases 

in individual defects for MAC compared to FRESH se-

men: acrosome (3.2 to 0.8), abnormal contour (2.4 to 1.3), 

narrow (0.9 to 0.2), narrow at the base (0.8 to 0.0), and 

pyriform (0.1 to 0.0). MAC also reduced tail defects, being 

very effective in mitigating strongly folded and curled tails 

(4.4 to 1.4). Head defects, such as acrosome lesions and 

abnormal and narrow contour at the base, also showed 

significant differences between samples. Other spermatic 

defects, such as normal isolated heads, had reductions 

of 52% with DGC/percoll and 85% in MAC. Pouch forma-

tion had a 50% reduction in both techniques, and mid-

piece defects reduced by 50% with DGC/percoll but had 

no variation with MAC; the two techniques did not show 

good efficiency for proximal and distal cytoplasmic drop-

let (Table 1). A similar pattern of sperm morphology after 

DGC and MACS was observed by Aziz et al. (2007) and 

Dirican et al. (2008) in human semen. Reductions in indi-

vidual abnormalities show that each technique is selective 

for certain sperm defects, but both DGC and MACS, sepa-

rately or together, contributed to improving cell sample 

quality.

The number of live cells (supravital test) was similar 

in the samples, with the exception of MACPOOR, which 

dropped by 50% (Fig. 4). MAC showed a slight increase of 

4% in the number of live cells, in relation to FRESH se-

men, but without significant differences from the other 

samples. Grunewald et al. (2006) and Faezah et al. (2014) 

also observed similar results. MACS works by separat-

ing cell subpopulations with intact membranes, and like 

DGC/percoll, it yields a greater number of living cells, 

thus proving efficient in removing immobile cells from 

semen samples and achieving low numbers of dead cells 

in the medium.

Membrane integrity did not differentiate between FRESH 

and percoll, but with the other samples, MAC exhibited 

a significant difference compared to MACPOOR (56.6% 

and 34.0%, respectively). However, MACDGC revealed low 

membrane integrity (32.3%), similar to MACPOOR. This 

may be due, in part, to the high degree of cell handling 

during the analyses, which may have caused membrane 

damage (Fig. 4). These results highlight the efficiency of 

MACS in removing cells with membrane damage, that are 

possibly already undergoing apoptosis, and leading to a 

reduction in the oxidative stress of the sample (Paasch et 

al., 2003; Grunewald et al., 2006; Aziz et al., 2007; Rawe 

et al., 2009; Faezah et al., 2014; Manuel et al., 2017).

The mitochondrial potential was similar in all samples, 

with the exception of MACPOOR, where there was a drop 

of almost 20% (Fig. 4). This behavior indicated that most 

sperm with mitochondrial lesions must be dead or in the 

process of apoptosis. The DGC/percoll sample exhibited 

an 8% increase in mitochondrial potential in relation to 

the other samples, but with no significant difference from 

the other samples, indicating that this technique also re-

moves “dead” cells from the medium. Evaluation of the 

mitochondrial membrane potential serves as a parameter 

to infer the fertility of the cells because when it is high, 

we have a good sperm quality, and fertilization capac-

ity of the sperm is linked to motility and is dependent on 

the mitochondrial function (Kasai et al., 2002; Zorn et al., 

2012). 

CONCLUSION

The combination of the two sperm processing methods 

(DGC and MACS) was very effective in the production of 
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high-quality sperm samples, and the subpopulation of 

non-apoptotic sperm (MAC) revealed a morphologically 

superior quality. These findings suggest that this nano-

technological method, using nanoparticles, is efficient in 

the production of high-quality semen samples for use in 

assisted reproduction procedures in cattle.
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Cervids show a high degree of abnormalities in their sperm cells. Thus, this 
study aimed to select high-quality spermatozoa using magnetic-activated 
sperm sorting (MASS) compared to density gradient centrifugation (DGC) 
by assessing the post-selection cell quality. Semen from six Mazama deer 
was collected by electroejaculation after chemical restraint. The semen was 
analyzed in four samples: Fresh, DGC, SEMgood - non-apoptotic fraction, 
and SEMpoor - apoptotic fraction. The material was analyzed for motility 
and vigor (light microscopy), concentration (Neubauer chamber), semen 
morphology (phase contrast), and supravital staining test (eosin/ nigrosine). 
The DGC method used 20 x 106 cells in 90% and 45% percoll® gradient. 
The MASS used 10 x 106 cells with 20 μl of iron nanoparticles attached to 
Annexin V and filtration in a magnetic separation column. Both processing 
methods (DGC and MASS) were effective in producing high-quality sperm 
samples, with a marked reduction in abnormalities from 41.83 ± 10.25 
(fresh) to 14.83 ± 3.17(DGC) and 12 ± 3.01 (SEMgood), with 80.3% ± 2.06 
livings cells. These findings suggest that this nanotechnological method, 
using nanoparticles, effectively produces high-quality semen samples in 
cervids for use in assisted reproduction.
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1. Introduction

The preservation of a species depends on the mainte-

nance of populations with good genetic variability, and 

reproduction is essential in this process. Reproductive 

biotechniques, such as artificial insemination, embryo 

transfer, in vitro fertilization, and semen and embryo cryo-

preservation, can contribute to this genetic diversity. How-

ever, the employment of these techniques is still limited in 

wild species, mainly due to the lack of basic knowledge in 

reproductive biology [1,2]. 

Ejaculate quality is highly variable in wild species 
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when natural selection not always guarantees that males 
with better semen quality have more offspring, but also 
involves a complex process and requires several attributes 
so that the sperm cells may reach the fertilization site, 
penetrate the egg cell, and activate embryo development 
[3,4].

There are eight cervid species in Brazil, among them 
the ones belonging to the genus Mazama: Mazama amer-

icana (Erxleben, 1777), Mazama gouazoubira (Fischer, 
1814), Mazama nemorivaga (Cuvier, 1817), Mazama 

nana (Hensel, 1872), and Mazama bororo (Duarte, 1996). 
The species M. nana and M. bororo are considered vul-
nerable worldwide, while the remaining species have rap-
idly declining populations [5].

In cervids, even in wildlife, a high degree of structural 
abnormalities is observed in sperm cells, with 70% and 
43% of abnormalities being verified, respectively, by 
Assumpção [6] and Assumpção and Santos [7] in Mazama 

gouazoubira, which can be caused by natural selection 
mechanisms [8] or by the loss of genetic variability due 
to population decline [9,2]. Something similar occurs with 
animals in captivity, as demonstrated by Rola [10], who 
verified 75.5 % of sperm abnormalities in Mazama amer-

icana, possibly due to management stress, change in the 
environment, and constant coexistence with other indi-
viduals [11,12]. Poor semen quality can lead to decreased 
fertility in deer species, reducing the efficiency of assisted 
reproduction and putting at risk “ex situ” conservation 
programs for these animals.

The cell membrane of the spermatozoon contains 
phosphatidylserine (PS), a phospholipid located in the 
cytosolic side, and its externalization is considered a 
sign of apoptosis, causing membrane fluidity, decreased 
mitochondrial membrane potential, and DNA fragmenta-
tion[13,14,15]. The presence of this apoptotic marker is direct-
ly correlated with in vivo and in vitro fertility problems [16]. 
This marker (external PS) has been used to separate apop-
totic cells from normal cells by techniques such as mag-
netic-activated cell sorting, contributing to increased mo-
tility and integrity of the sperm membrane and optimizing 
the cleavage and conception rates, which has modified the 
picture of male sub-fertility and increased the success of 
assisted reproduction [17]. 

The magnetic-activated sorting technique is a non-in-
vasive method that uses the knowledge of the affinity of 
Annexin V (ANX) with the PS in the membrane. Arrighi 
[14] observed that PS is present in 61.4 % of sperm mem-
branes in all regions, with more expressiveness in the 
head. ANX, when coupled to microspheres, attaches to the 
membrane-injured sperm cells and, when subjecting this 
set to a high-power magnetic field in a separation column, 

these sets will adhere to the column, while the non-apop-
totic cells will freely pass through it [18,19,20]. Curti [21] and 
Berteli [22] verified that this type of sperm selection increa-
ses the number of cells with normal tails and increases 
motility and normal morphology.

The development of a sperm separation technique 
that does not interfere with sperm quality will allow the 
production of high-quality semen samples from wild ani-
mals, increasing the efficiency of assisted reproduction 
and species preservation. Thus, this study aimed to select 
high-quality spermatozoa using magnetic-activated sperm 
sorting (MASS) compared to density gradient centrifu-
gation (DGC) in fresh deer semen samples by evaluating 
post-selection cell quality. 

2. Material and Methods

Six adult male deer were used, two of each of the 
following species: brown brocket deer (Mazama goua-

zoubira), Amazonian brown brocket deer (Mazama ne-

morivaga), and red brocket deer (Mazama americana), 
belonging to the Deer Research and Conservation Centre 
(NUPECCE), Department of Animal Science of São Pau-
lo State University, Jaboticabal, SP (IBAMA Registration 
nº 1/35/92/0882-5, SISBIO Registration nº 482.508). The 
animals were kept in individual stalls (4m x 4m), with au-
ditory and olfactory contact between males and females, 
and exposed to natural fluctuations of luminosity, tempe-
rature, and relative air humidity. Feeding was provided 
based on the Purina® Omolene Traditional horse feed, 
totaling up to 500 g/animal/day, along with fresh forage, 
such as perennial soybean (Neonotonia wightii), rami 
(Boehmeria nivea), and mulberry (Morus alba), totaling 
up to 1 kg/animal/day. High-quality water was provided 
ad libitum. 

Semen collection was performed by electroejaculation 
after chemical restraint. The animals received an intra-
muscular association of the drugs xylazine hydrochloride 
(1 mg/kg, Dopalen; Vetbrans Animal Health, Jacareí, 
Brazil) and ketamine hydrochloride (10 mg/kg, Coopazi-
ne, Mallinckrodt Vet, Cotia, Brazil). An electroejaculator 
(P-T Electronics®; Boring, OR; USA) coupled to a probe 
with 2.0 cm diameter and 28.0 cm length was used. The 
animals received increasing stimuli from 250 mA to 750 
mA, with an average duration of three seconds and three-
-second intervals (total of ten stimuli per sequence). Three 
stimulation sequences were performed, with intervals 
from one to two minutes during the collection [23,24]. 

The analyses of sperm progressive motility (percentage) 
and vigor (scale from 0 to 5) were performed under light 
microscopy. The semen concentration was measured in a 
Neubauer chamber, and sperm morphology was evaluated 
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in a moist chamber under phase-contrast microscopy by 
verifying the abnormalities individually [25]. For the supra-
vital test (analysis of living/ dead spermatozoa), a semen 
smear stained with eosin-nigrosine was used (Botuvital®, 
Botupharma, Botucatu, SP), verifying the percentage of 
living and dead spermatozoa [26].

The semen was analyzed in four different samples: (1) 
Fresh – fresh semen; (2) DGC - density gradient centrif-
ugation/ percoll column; (3) SEMgood – non-apoptotic 
fraction obtained after separation by MASS; (4) SEMpoor 
– apoptotic fraction obtained after the separation.

A percoll stock solution was prepared for sperm sepa-
ration by DGC, composed of 90% percoll (pH 7.4; 280-
290 mOsm/kg H2O) in Eagle’s medium (Sigma-Aldrich, 
St Louis, USA), with 0.3% bovine serum albumin (Cal-
biochem, Darmstadt, Germany), 10mg/L of antibiotic, 
and 6mM of HEPES (Sigma-Aldrich, St Louis, USA). 
For the percoll density gradient, 200 μl of TALP-SPERM 
with 200 μl of the 90% percoll solution was used in a 1.5 
mL microtube (45% percoll layer), depositing 400 μl of 
90% percoll below this layer. Twenty million spermatozoa 
were deposited over the column (Missio [27], with modifi-
cations), followed by centrifugation at 900 X G for 5 min-
utes, with the sperm pellet being diluted in 150 μl HEPES 
for cell analysis [28, 29]. 

The protocol adapted from Rawe [18] was used for 
sperm separation by MASS. To the sample containing 10 
million spermatozoa, 1.5 ml of HEPES were added, fol-
lowed by centrifugation at 300 X G for 10 min. The pel-
let was resuspended in 150 μl HEPES, and 20 μl of iron 
nanoparticles attached to annexin V were added (Miltenyi 
Biotec, Germany). After incubation for 30 minutes at 
ambient temperature, filtration in a proper magnetic sep-
aration column (MASS) was performed at the controlled 

temperature of 370C (filtration prototype in patent phase). 
The MASS comprises a column containing a matrix with 
ferromagnetic spheres and a high-power magnetic field in 
a separation column. The magnetic field effectively retains 
the sperms marked with the nanoparticles, and the wide 
matrix within the column ensures that the non-marked 
cells can flow easily. The filtrate or non-apoptotic fraction 
(SEMgood) was collected directly from the column, and 
the apoptotic fraction, attached to the microspheres (SEM-
poor), was obtained by removing the column of the mag-
net and adding 300 μl of HEPES with the aid of a piston. 

The values found were presented as mean ± standard 
error of the mean (SEM). The data were assessed for nor-
mality of residuals (Shapiro-Wilk test) and homogeneity 
of variances, with significance when p<0.05. Comparisons 
between treatments were performed by the MIXED pro-
cedure of the SAS software (version 9.4; SAS Institute, 
Inc., Cary, NC, USA). The differences between treatments 
were obtained by Tukey’s test, with significance when 
p≤0.05. 

3. Results and Discussion

The mean progressive motility observed in the fresh 
semen of the deer was 75 ± 4.28%, and the vigor was 2.83 
± 0.16. The motility values observed in this study are sim-
ilar to those observed in M. americana by Rola [10] (69.6 
± 8.92%), in M. gouazoubira by Perroni [30] (80%), and in 
M. nana by Abreu [11] (70 ± 8.16% and vigor 3.0 ± 0.67), 
but higher than in Ozotocerus bezoarticus, which was 45-
70%[31].

Table 1 shows the mean values of progressive motility, 
vigor, and the types of major, minor, and total abnormali-
ties of the sperm cells obtained in the four semen samples 
analyzed.

Table 1. Semen motility and vigor averages and morphological defects in sperm (%) observed in samples of Fresh semen, 
DGC, SEMgood, SEMbad in three species of deer Mazama.

Treatments

Fresh DGC SEMgood SEMbad

Progressive motility 75 ± 4.28a 71.66 ± 7.49a 18.33 ± 3.07b 16.66 ± 2.1b

Vigor (1-5) 2.83 ± 0.16a 2.5 ± 0.22a 1.66 ± 0.21b 1 ± 0b

Total defects 41.83 ± 10.25a 14.83 ± 3.17b 12 ± 3.01b 33.83 ± 8.49a

Major defects 20.83 ± 6.63a 8.5 ± 2.68a 8.5 ± 2.83a 21.66 ± 8.04a

Minor defects 21 ± 5.1a 6.33 ± 1.14ab 3.5 ± 0.84b 12.16 ± 1.42a

* Different letters on the lines indicate significant difference (p <0.05) by Tukey test.
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The progressive motility and vigor of the spermatozoa 
were similar between the fresh semen and DGC samples, 
but low in the SEMgood and SEMpoor, maybe due to 
the higher sensitivity of the sperm cell in the species, the 
number of procedures to which the cell was subjected, and 
the long time spent in the analyses. Said and Lang [32] stat-
ed that all advanced methods of sperm selection involve 
elaborate and time-consuming manipulations and that the 
prolonged exposure of spermatozoa to non-physiological 
conditions can induce iatrogenic damage. Rawe [18] and 
Berteli [22] stated that the reduction in sperm motility after 
magnetic-activated cell sorting occurs due to the mechanic 
and magnetic forces within the column, which may lead to 
tail damage and reduction in motility, although with a high 
number of living cells. Rawe [18] observed that motility de-
creased by approximately 20% with the passage through 
the column since this parameter is mainly influenced by 
the lower number of fast progressive spermatozoa to the 
detriment of the higher number of slow progressive ones. 

The mean total number of abnormalities verified in 

the fresh semen of M. gouazoubira was 48%, while in 
M. nemorivaga it was 61%, and 14% in M. americana, 
with a mean total of 41.83 ± 10.25%. The high number of 
sperm abnormalities in the fresh semen shows that semen 
quality is poor in most deer species and highly variable 
across species. Working with the same species as in this 
study, Rola [10] verified a higher number of pathologies 
in M. americana, with 8.37 ± 3.2% of major defects and 
18.1 ± 6.5% of minor defects. Higher values were also 
verified by Perroni [33] in M. nemorivaga, with 73% of to-
tal defects. In M. gouazoubira, higher values compared to 
the ones of this study were verified by Perroni [33] (59.2% 
abnormalities) and Assumpção [6] (74%), while Perroni [30], 
Assumpção and Santos [7], and Assumpção [34] observed 
similar values of 46%, 43%, and 42.7% total abnormali-
ties, respectively. 

The total of abnormalities in the fresh semen was high 
but similar to the obtained in the SEMpoor sample. How-
ever, there was an expressive decrease of this parameter 
in the DGC and SEMgood samples. A high percentage of 

Table 2. Individual morphological defects in sperm (%) observed in samples of Fresh semen, DGC, SEMgood, SEMbad 
in three species of deer Mazama.

Fresh Percoll SEMboa SEMruim

Abaxial/ retroaxial 0.7±0.3  0.2±0.7 0.0 1.2±0.8 

Acrosome 0.2±0.1 0.0 0.0 2.3±1.4 

Free normal heads 2.3±1.0 2.3±1.1 1.3±0.1 0.7±0.3 

Cabeça isolada patológica 7.7±4.9 a 2.8±2.1 b 0.3±0.4 b 0.8±0.8 b

Folded tail 6.0±1.4 a 2.0±1.1 b 1.8±0.5 b 5.0±0.8 a

Curled tail 6.2±2.6 a 0.0 b 1.2±0.2 b 2.8±0.9 ab

Strongly folded and curled tail 6.8±2.0a 1.3±0.2 b 2.7±0.0 ab 4.0±1.5 a

Abnormal contour 3.0±2.9 ab 2.3±0.3 a 1.0±0.2 a 6.8±2.4 b

Defects of midpiece 0.8±0.7 0.3±0.1 0.7±0.5 1.0±0.7 

Narrow 0.0 0.0 0.8±0.6 1.2±0.5

Narrow at base 1.7±1.7 1.3±0.9 0.3±0.3 2.3±1.6 

Distal cytoplasmic droplet 1.5±1.3 0.5±0.5 0.5±0.5 1.3±1.3 

Proximal cytoplasmic droplet 3.3±3.3 1.2±0.9 1.3±0.8 3.7±2.9 

Pouch formation 0.0 0.0 0.2±0.2 0.7±0.7

*Different letters on the lines indicate significant difference (p <0.05) by Tukey test.
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morphological abnormalities can be considered normal in 
cervids, especially in species without reproductive selec-
tion [24]. Poor semen quality is a natural characteristic for 
wild populations that did not undergo artificial selection, 
domestication, and breeding [12].

When comparing the DGC and MASS techniques, we 
verify that both were effective in reducing sperm abnor-
malities, removing mainly tail and head defects. In this 
study, MASS showed to be very effective in selecting 
high-quality functional spermatozoa in these cervid spe-
cies, as also verified by Faezah [26] in bovines, and by Aziz 
[13], Gil [35], Odhiambo [36], and Berteli [22] in human semen 
selected by magnetic activation.

Table 2 shows the mean values of individual abnormal-
ities in the sperm cells obtained in the four semen samples 
analyzed. 

Sperm abnormalities were classified according to the 
CBRA [25] guidelines for bovines since there is still no 
defect classification proposed for the studied species. We 
observed 14 types of sperm abnormalities, of which 4.84% 
were head defects, 10% of isolated heads, and 25.33% of 
tail and midpiece defects. As in this study, Abreu [11] also 
found, in Mazama nana, a higher incidence of tail defects 
(25.95 ± 6.54) than head defects (13.80 ± 6.10), as obser-
ved by Assumpção [34] in M. gouazoubira, with 4% head 
abnormalities and 32% tail abnormalities. Peroni [33] found 
similar abnormalities as this study in M. nemorivaga and 
M. gouazoubira.

When analyzing the defects individually, it is possi-
ble to observe that the tail defects (Table 2) decreased 
markedly after the DGC in relation to the fresh sample. 
The DGC also contributed to reducing other defects in 
the sperm cells, but more subtly. The MASS effectively 
reduced head defects such as abnormal shape and slander 
base. Regarding other defects, such as isolated heads, 
both the DGC and the SEMgood reduced their numbers, 
showing a significant difference in the case of isolated pa-
thological heads. When analyzing the proximal and distal 
cytoplasmic droplets, it is noted that the DGC and MASS 
techniques were not effective in reducing these types of 
abnormalities.

It is worth noting that the MASS also acted in redu-
cing tail defects of the spermatozoa, such as bent tail, 
curled tail, and strongly bent and curled tail, in which the 
SEMgood showed a significant difference compared to 
the other samples. Arrighi [14] observed that the PS is pre-
sent in 61.4% of sperm membranes in all regions (head, 
midpiece, and tail), thus explaining the ANX/nanoparti-
cles attachment in the tail region, removing these defects 
during cell selection by magnetic activation. 

Similar results to this study regarding sperm morpholo-

gy were verified by Aziz [13] and Dirican [17], with a similar 
morphology pattern between the density gradient and the 
non-apoptotic fractions, which showed a low number of 
abnormal heads, cytoplasmic droplets, and acrosome and 
midpiece defects, although differing significantly from the 
apoptotic fraction.

The mean values obtained for the number of living ce-
lls in the supravital test of the semen samples were: fresh 
80.5± 1.97 %, DGC 70.8± 2.27%, SEMgood 80.3%± 
2.06, and SEMpoor 26.7± 3.67%. The number of living 
cells was similar (no difference) in the samples, except 
the SEMpoor, which decreased by 67% in relation to the 
SEMgood, thus reaffirming that both the DGC and the 
MASS techniques are effective in removing dead cells 
from the semen sample. Although the difference was not 
significant, the SEMgood showed an 11.8% increase in 
the number of living cells in relation to the DGC. Faezah 
[26], in the supravital test, observed that the magnetic se-
paration method selects subpopulations with intact mem-
branes, resulting in a higher number of living cells. Aziz 
[13] and Rawe [18], analyzing membrane integrity, showed 
that magnetic-activated cell sorting separates cells with 
an intact membrane and reduces the oxidative stress of 
the samples. Manuel [20] stated that this technique reduces 
by 60 to 70% the number of apoptotic cells. Rawe [18] and 
Berteli [22] stated that despite the reduction in sperm mo-
tility observed after magnetic-activated cell sorting, the 
number of living cells recovered after the procedures is 
high. 

4. Conclusions

Both selection methods, density gradient centrifugation 
and sperm separation by magnetic activation, were effec-
tive in producing high-quality sperm samples, expressive-
ly reducing the number of abnormalities, with the sub-
population of non-apoptotic spermatozoa showing high 
sperm quality and a high number of living cells. These 
findings suggest that this nanotechnological method, using 
nanoparticles, is effective in producing high-quality se-
men samples in Mazama cervids. 
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