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Resumo

A reproducdo é um processo fascinante que ocorre nos mamiferos e é essencial para a
sobrevivéncia de qualquer espécie. A fertilidade do macho requer muita atencdo pois os
espermatozoides tém que ser capazes de fertilizar o odcito e garantir o desenvolvimento do
embrido. A qualidade dos ejaculados é muito varidvel tanto nas espécies domésticas quanto nas
selvagens, pois este é composto por vdrias subpopulagbes espermaticas que trazem uma
variedade de modificagGes estruturais e funcionais, sendo que algumas destas anormalidades
traduzem apoptose celular e estdo correlacionadas diretamente com as falhas de fertilidade in
vivo e in vitro. O objetivo do estudo foi realizar a selecdo de espermatozoides de alta qualidade
através da separagdo espermatica por ativacdo magnética (MACS/SEAM) em sémen fresco de
bovinos, cervideos, equinos e felinos domésticos, avaliando a qualidade das células apds o
processo de selecdo espermatica. Foi coletado sémen de animais que apresentaram alta
quantidade de anormalidades espermaticas (> 30%), sendo: 1) vinte e um touros adultos da raga
Nelore pela técnica de vagina artificial; 2) seis cervideos do género Mazama pela técnica de
eletroejaculacdo, apds contencdo quimica; 3) dez equinos das racas Mangalarga e Quarto de
Milha pela técnica de vagina artificial e 4) dez gatos domésticos sem racga definida pela técnica
de coleta farmacolégica (dexmedetomidina) e cateterizagdo uretral. As amostras analisadas
foram: 1) sémen fresco; 2) pds separacdo por centrifugacdo em gradiente de densidade (DGC);
3) pods separacdo por MACS ou SEAM (por¢do ndo apoptotica); 4) pds separagao por MACS ou
SEAM (porcdo apoptdtica) e 5) pds separagdo por MACS ou SEAM seguida da DGC. Foram
realizadas as analises de motilidade (método CASA ou microscopia Optica), concentragdo
(camara de Neubauer), morfologia do sémen (contraste de fase) e teste de integridade de
membrana celular com coloracdo eosina/ nigrosina (supravital). Na separacdo espermatica por
DGC utilizou-se 20 milhdes de espermatozoides em gradiente de duas camadas de 400 pl cada
de Percoll a 90% e 45%, que apds centrifugacdo a 900 G por 5 minutos, o pellet foi diluido em
HEPES. A separacdao dos espermatozoides por MACS ou SEAM utilizou 10 milhdes de
espermatozoides diluidos em 1,5 ml de HEPES, seguido de centrifugacdo a 300 G por 10 min. O
pellet foi ressuspendido em 150 pl de HEPES e adicionado 20 ul de nanoparticulas ligadas a
anexina V, que apods incubagdo por 15 minutos em temperatura ambiente, procedeu-se a
filtracdo na coluna de separagdo magnética MiniMACS™ ou SEAM. A fra¢do ndo apoptética foi
coletada em tubo de 2 mL e a fragdo apoptodtica ligada as microesferas foi coletada removendo
a coluna do im3 e adicionando 300 ul do HEPES. A separagdo espermatica por MACS seguida por
DGC foi uma conjungdo das duas metodologias. A avaliacao da qualidade da membrana celular
e potencial mitocondrial pds sele¢do foram feitas utilizando sondas fluorescentes FITC/IP e JC-
1, respectivamente, em citometria de fluxo. Em bovinos a combina¢do dos dois métodos de
processamento de espermatozoides (DGC e MACS) foi significativamente mais efetiva na
producdo de amostras de espermatozoides de alta qualidade que os mesmos separadamente
(redugdo de mais de 70% nas anormalidades). A subpopulagdo de espermatozoides nao
apoptéticos teve qualidade espermatica morfologicamente superior em comparagdo com a
fracdo apoptdtica, assim como no nimero de células com integridade de membrana e no
potencial mitocondrial. Em cervideos, equinos e gatos domésticos, verificamos que as técnicas
de DGC e SEAM foram eficientes na reducdo de anormalidades espermaticas, retirando
principalmente defeitos de cauda e cabeca, sendo que a subpopulacdo de espermatozoides ndo
apoptéticos teve qualidade espermatica morfologicamente superior em comparagdo com a
fracdo apoptética, o mesmo observado para o nimero de células com membranas integras.
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Nestas trés espécies, a motilidade das amostras pds SEAM foi extremamente baixa talvez devido
a maior sensibilidade da célula espermatica nestas espécies, ao nimero de procedimentos a que
a célula foi submetida e o tempo grande dispendido nas analises. Estes achados sugerem que
este método nanotecnoldgico é eficiente na producdo de amostras de sémen de alta qualidade
para procedimentos de reprodugdo assistida tanto em animais domésticos quanto selvagem,
mas ainda s3do necessarios mais estudos para melhor entendimento das caracteristicas
particulares das células espermaticas de cada espécie, a fim de melhorar os resultados da
técnica.

Palavras-chave: Reproducdo animal, andrologia, fertilidade, sémen, animais domésticos,

cervideos.
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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 10° cells were used in a gradient of two layers of 400 pl
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 10° cells diluted in 1.5 ml of HEPES,
followed by centrifugation at 300 G for 10 min. The pellet was resuspended in 150 pl HEPES and
20 pl 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 pl 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

11



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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Aparelho CASA utilizado na andlise de motilidade espermatica de bovinos
e gatos.

Esfregaco de sémen com corante Botuvital® para analise de integridade
da membrana espermatica. Fonte: www.botupharma.com.br.
Citdmetro de fluxo utilizado na analise de integridade da membrana
plasmatica e do potencial mitocondrial de bovinos.

Centrifugacdo em densidade de gradiente com Percoll (mini Percoll).
Ligacdo da fosfotidilserina com anexina V e as nanoparticulas nos
espermatozoides. Adaptado de Berteli (2017).

Separagdo de espermatozoides apoptdticos utilizando MACS. (A) A
coluna que contém esferas de ago é colocada dentro de um ima externo.
(B) As células ndo marcadas fluem através da coluna a ser coletada. (C)
As células marcadas imunomagneticamente permanecem ligadas as
esferas magnetizadas e sdo retidas dentro da coluna. Adaptado de Rawe
et al. (2009) e Said e Land (2011).

Separacdo de espermatozoides utilizando MACS. Etapas de marcacao e
separacdo magnética e eluicdo das células apoptdticas da coluna.
Adaptado de Miltenyi Biotec.

Coluna de separacdo magnética MiniMACS (Miltenyi Biotec, Alemanha)
utilizada na separacdo de espermatozoides em bovinos. A - ima
magnético, B - coluna de filtracdo

Coluna de separacdo magnética SEAM (protdtipo provisorio)
desenvolvido para selecdao de espermatozoides, a direita detalhe da
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filtrado com controle térmico, E) Display para controle de fluxo de
filtracdo. Protdtipo utilizado nas filtragGes de cervideos, equinos e gatos.
Defeitos morfoldgicos maiores, menores e totais verificadas nos
espermatozoides nas amostras de sémen fresco, DGC, NAP, APT, NAP-
DGC em touros da raca Nelore. Letras diferentes indicam diferenca
significativa, p< 0,05 (média + EPM).

Total de membranas integras (“vivos”), integridade de membrana
(sondas fluorescentes) e potencial mitocondrial das células espermaticas
nas amostras de sémen fresco, DGC, NAP, APT, NAP-DGC em touros da
raca Nelore. Letras diferentes indicam diferenca significativa, p< 0,05
(média £ EPM).

Andlise da integridade de membrana pela citometria de fluxo em
espermatozoides bovinos frescos. Q1: espermatozoides com membrana
lesada; Q2: espermatozoides moribundos (lentos); Q3: ndo representa
nada; Q4: espermatozoides com membrana integra.

Fotomicrografia de espermatozoides bovinos corados com corante
eosina-nigrosina (teste supravital). Célula corada estd com membrana
lesada e ndo corada estd com membrana integra. Ampliagao de 1000 X.
Anormalidades morfoldgicas maiores, menores e totais verificadas dos
espermatozoides nas amostras de sémen fresco, DGC, NAP e APT em
cervideos do género Mazama. Letras diferentes indicam diferenca
significativa, p< 0,05 (média + EPM).

Total de células espermaticas com membranas integras (“vivos”) pelo
teste supravital nas amostras de sémen fresco, DGC, NAP e APT em trés
espécies de cervideos do género Mazama. Letras diferentes indicam
diferenca significativa, p< 0,05 (média = EPM).

Anormalidades morfoldgicas maiores, menores e totais verificadas dos
espermatozoides nas amostras de sémen fresco, DGC, NAP e APT em
equinos. Letras diferentes indicam diferenca significativa, p< 0,05 (média
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diferentes indicam diferenga significativa, p< 0,05 (média £ EPM).
Anormalidades morfoldgicas maiores, menores e totais verificadas nos
espermatozoides nas amostras de sémen fresco, DGC, NAP e APT em
gatos domésticos. Letras diferentes indicam diferenca significativa, p<
0,05 (média £ EPM).

Total de células com membrana integra (“vivos”) nas amostras de sémen
fresco, DGC, NAP e APT em gatos domésticos. Letras diferentes indicam
diferenca significativa, p< 0,05 (média + EPM).
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1 INTRODUCAO

A reproducdo é um dos fatores de maior importancia na sobrevivéncia das espécies e na
eficiéncia e rentabilidade dos sistemas produtivos. A partir de 1780, quando Spallanzani
demonstrou que uma prole resultava da fusdo de um espermatozoide e um odcito, muitos
estudos foram produzidos procurando explicar a fertilidade dos animais que esta ligada, nos
machos, a sua capacidade de produzir e liberar espermatozoides fisiologicamente maduros e
aptos a fecundacdo (Petrunkina et al., 2007; Amann et al, 2018). O espermatozoide é uma célula
extremamente complexa e seu potencial de fertilizacdo pode ser comprometido quando houver
qualquer perturbacdo em suas caracteristicas bioquimicas, fisioldgicas ou morfoldgicas
(Jeyendran et al., 2019).

Grande evolug¢do nos conhecimentos ocorreu nos ultimos 50 anos procurando esclarecer os
mecanismos fisioldgicos, celulares e moleculares que controlam a fertilidade nas diversas
espécies (Flowers, 2013; Smith et al., 2018). Com o advento da reproducdo assistida ha um
quarto de século, um grau maior de exigéncia para o isolamento de espermatozoides com alta
capacidade fecundante estimulou a pesquisa androlégica para compreender melhor a fisiologia
das células espermaticas e desenvolver técnicas mais sofisticadas para separar os
espermatozoides funcionais, com morfologia normal e capazes de realizar a fertilizacdo de
oécitos (Henkel e Schill, 2003; Danis e Samplaski, 2019).

Uma série de testes laboratoriais tem sido desenvolvida para monitorar as caracteristicas
estruturais e funcionais do espermatozoide, pois os pardmetros seminais padrdes como
motilidade, morfologia e concentragao espermatica ndo sdo suficientes, ndo sé para prever a
fertilidade, mas também para identificar individuos subférteis (Gadea et al., 2004). A escolha de
métodos com repetibilidade, rapidos e sensiveis de avaliagdo do sémen é de preocupacdo
crescente, sendo que algumas técnicas objetivas foram desenvolvidas com o uso de sistemas
computadorizados e softwares especificos (Petrunkina et al., 2007).

Entre as técnicas disponiveis e emergentes que visam melhorar a qualidade do pool de
espermatozoides podemos citar o CASA (Computer Assisted Spem Analysis), analise de
morfometria computadorizada, sondas fluorescentes para anadlise da estrutura celular e de sua
funcionalidade (leituras em citometria de fluxo ou microscopia de fluorescéncia), avaliacdao da
capacidade de degradacdo das espécies reativas de oxigénio, centrifugacdo em gradiente de
densidade, integridade do DNA, separacdo celular por ativagdo 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 sele¢do espermatica, rapida, sensivel e que seja
eficiente em isolar células com morfologia e estrutura normais e com elevada capacidade de
fecundagdo permitira a producdo de amostras de sémen de alta qualidade e com alta chance de
fertilizacdo do odcito, tanto em animais domésticos quanto nos selvagens, para uso em
programas de reproducdo assistida, o que contribuira para o aumento da eficiéncia reprodutiva

in vivo e in vitro.

2 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

2.1. FERTILIDADE NOS MACHOS

A reproducdo e o desenvolvimento sdo processos fascinantes que ocorrem nos mamiferos e
apresentam grandes diferencas entre os animais. O crescimento bem-sucedido das espécies
depende da fertilidade do macho e da capacidade de seus espermatozoides de fertilizar o odcito
e garantir o desenvolvimento inicial do embrido. Grandes conhecimentos foram gerados sobre
as especificidades da estrutura e a funcdao do espermatozoide, porém seus papéis cruciais na
fertilidade permanecem em parte desconhecidos (Thompson et al., 2018).

A reproducdo é essencial para a sobrevivéncia de qualquer espécie. A fertilidade do macho
tem recebido muita atengdo nas criagdes domésticas onde os beneficios econdmicos dependem
da melhoria da produtividade, em estudos de infertilidade humana a fim de compreender quais
caracteristicas do ejaculado explicam falhas na fertilizagdo assistida e em espécies selvagens na
manutencdo de populagdes 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 nivel molecular em um periodo surpreendentemente curto com um grande volume de
informacdes sobre esse assunto. Nos ultimos 50 anos, houve uma grande evolu¢do nos
conhecimentos sobre mecanismos fisioldgicos, celulares e moleculares, controle da reproducao
e da reproducao 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 individuos subférteis. A avaliacdo da fertilidade de um macho é
baseada nas caracteristicas de seu sémen, sendo que se a qualidade deste for ruim, com
espermatozoides anormais e com niveis varidveis de fertilidade, as células se tornam incapazes
de fertilizar o odcito levando a redugao da fertilidade do macho (Flowers, 2013). A qualidade do
espermatozoide é um dos fatores que determina o sucesso das técnicas de reproducdo in vivo e

in vitro, sendo que a reproducao assistida tem se transformado no tratamento de escolha em
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casos de infertilidade no macho e fémea, 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 varios fatores como o tipo de célula, estratégias de
deposicdo de espermatozoide, registros de fertilidade, etc., incluindo o fato de que o ejaculado
é composto por uma populacao diversificada de espermatozoides. Esta heterogeneidade celular
se reflete ndo apenas nas diferengas na integridade dos atributos necessarios para a fertilizacao,
como motilidade ou morfologia, mas também na capacidade dos espermatozoides de
permanecerem férteis ao longo do tempo, para suportar as etapas de sele¢do e as respostas a
fatores exdgenos (Rodriguez-Martinez, 2007).

A concentracdo de espermatozoides no ejaculado, motilidade espermatica, morfologia
espermatica, status acrossomal e a competéncia funcional dos espermatozoides sdo algumas
das caracteristicas do sémen conhecidas por influenciar a fertilidade masculina, porém estes
parametros sdo insuficientes, ndo sé para prever a real fertilidade do animal, mas também para

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

2.2. ANORMALIDADES ESPERMATICAS

A qualidade do ejaculado é muito varidavel tanto nas espécies domésticas quanto nas
selvagens e uma variedade de modificagdes estruturais estdo presentes em todas as espécies, o
que tem grande relacdo com sua fertilidade, pois qualquer fator capaz de alterar a
espermatogénese resulta na producgdo de espermatozoides com alteracées morfoldgicas (Aitken
et al., 2011; Arruda et al.,, 2015). Uma grande diversidade na morfologia da cabeca, peca
intermediaria e cauda do espermatozoide sdo encontrados em todas as espécies, com
diferengas marcantes em termos de tamanho total, forma e nimero de espermatozoides
produzidos. A origem dessas variacdes ou diversidade nos espermatozoides pode estar
associada ao aparelho reprodutor feminino, competicdo espermadtica, tamanho testicular,
dimensdo e numero dos espermatozoides, entre outras (Prakash et al., 2014). O tipo de
alteracdo morfoldgica observado no ejaculado quase sempre indica sua origem e pode ocorrer
durante as diferentes fases de vida do espermatozoide, como na espermatogénese, transporte
e armazenamento epididimario, retencdo espermatica nas ampolas, ejaculacdo ou apds a
ejaculacdo (Arruda et al., 2015).

A principal razdo para a variabilidade no sémen das espécies é que cada ejaculado ndo é uma
suspensdo homogénea de espermatozoides e sim uma mistura heterogénea de vdrias
subpopulagdes, produtos de diferentes ondas espermatogénicas que amadureceram ao longo

dos epididimos e sdo armazenados em suas caudas como diferentes grupos de células. Estas
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subpopulagdes celulares mostram respostas diferentes a fatores fisioldgicos ou estimulos
biotecnoldgicos pois ndo possuem a mesma morfologia, ndo tem os mesmos padrdes de
motilidade, ndo tém o mesmo material genémico qualitativo ou quantitativo, ndo exibem a
mesma capacidade de interagir com outras células e nem tém a mesma capacidade fertilizante
(Rodriguez-Martinez, 2007, Pefia, 2015; Amann et al., 2018).

As alteracdes morfoldgicas podem ser usualmente identificadas durante a avaliagdo
clinica de rotina da qualidade do sémen e sempre se relacionam a animais subférteis ou inférteis
dependendo do tipo ou frequéncia das anormalidades morfolégicas (Kaya et al., 2014). Além da
morfologia espermatica, a motilidade das células espermaticas também tem uma relacdo
positiva com sucesso da fertilizacdo em condicdes competitivas e ndo competitivas, sendo que
é altamente provavel que a viabilidade espermatica influencia diretamente no sucesso da
fertilizacdo (Gomendio et al., 2007; Simmons e Fitzpatrick, 2012). Para uma 6tima fertilizagcdo
alguns eventos moleculares ligados a membrana espermatica sdo importantes como sua
maturacdo no epididimo, alteracGes na dindmica das proteinas de membrana e lipidios durante
a capacitacdo espermatica, exocitose do acrossoma e ligacdo/ fusdo de pré-nicleos masculino
e feminino (Tavalee et al., 2014).

Estudos sobre caracteristicas espermaticas de mamiferos selvagens também demonstraram
diferengas consideraveis na viabilidade, fungdo e taxa de sucesso na fertilizagdo entre as
espécies. Pesquisas intensivas sdao necessarias para o desenvolvimento de métodos confidveis
que enfatizem as varia¢Oes especificas nas espécies relativas a fisiologia dos espermatozoides,
o que nem sempre é simples devido a 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 fertilizacdo e embriogénese normalmente tem uma
grande contribuicdo de origem seminal, ou seja, dependem das caracteristicas do
espermatozoide que podem ser compensaveis ou ndo compensaveis. Os defeitos compensaveis
sdo aqueles sdo aqueles que comprometem a chegada do espermatozoide ao odcito ou a
penetracdo na sua zona pellucida (defeitos de peca intermediaria, cauda e acrossoma), fatores
funcionais ou alteracdes moleculares e a capacidade de sofrer capacitacao e iniciar uma reacao
acrossdmica, sendo que neste caso a fertilidade pode ser melhorada através da inseminagdo ou
aumento do numero de espermatozoides depositados na fémea. J4 nos casos em que a
fertilidade do macho nao responde ao aumento dos espermatozoides, estes sdo defeitos ndo
compensaveis, eles podem iniciar a fertilizacdo, mas comprometem a qualidade do embrido e a
manutenc¢do da prenhez, com a maioria das falhas ocorrendo antes do reconhecimento da
gestacdo e estdo normalmente associados a membrana plasmatica e integridade do DNA

(Saacke, 2008; Flowers, 2013; Garcia-Deragon et al., 2019).
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As alteragcdes morfoldgicas na cabeca do espermatozoide incluem: anormalidades do
acrossoma que ocorrem devido a prolongados periodos de repouso sexual, morte celular e
fixacdo para avaliacdo morfoldgica, podendo também ter origem genética. Outros defeitos
acrossémicos: acrossomos destacados ou totalmente perdidos, assimétrico, espessado,
edemaciados, com vacuolos, com gotas presas a membrana acrossGmica, cavidades preenchidas
com material amorfo entre as duas membranas (knobbed). Defeitos na prdpria cabega em seu
tamanho e forma do nucleo ou condensag¢do da cromatina como cabegas gigantes ou pequena,
cabecas deformadas, cabecas duplas e cabeca redonda. Defeitos na condensag¢do da cromatina
aparecem como pequenos ou grandes vacuolos e podem ocorrer devido a infec¢Ges seminais,
varicocele, febre e tumores testiculares, podendo ser ainda sinal de imaturidade e levam a uma
drastica reducdo na fertilizacdo do odcito ou alteragdo no desenvolvimento inicial (Pesch e
Bergmann, 2006).

No pescoco e peca intermedidria temos as seguintes alteragdes morfoldgicas: Destruicdo da
regido do pescoco, falta da bainha de mitocondria, alargamento da bainha fibrosa da peca
intermediaria, gotas citoplasmaticas na regido do pescoco e na peca intermedidria sdo sinais de
falha de maturagdo. Perda de microtubulos e uma desorganizacdo de peca intermediaria
semelhante ao defeito “dag”’, dobramento e fratura da parte distal da peca intermediaria,
malformacdo da bainha mitocondrial e o defeito “corkscrew” (distribuicdo irregular de
mitocondrias semelhantes a um saca-rolhas) (Pesch e Bergmann, 2006).

J& as alteragdes morfoldgicas principais na cauda sdo: Padrdo tubular anormal leva a
imobilidade e incapacidade de alcangar o o¢vulo levando a sub e infertilidade dos
espermatozoides. Caudas enroladas, quebradas, duplas, “tail stump” (auséncia da peca
intermediaria e cauda), desorganizacdo da bainha fibrosa e distor¢Ges na estrutura dos
microtubulos estdo associados a esterilidade (Pesch e Bergmann, 2006).

Uma classificacdo para as alteracGes anatomicas do espermatozoide foi criada por Blom em
1972 e é utilizada até hoje, onde sdo consideradas duas classes: Defeitos maiores e Defeitos
menores, sendo os defeitos maiores mais relacionados com infertilidade e doencas testiculares
ou epididimarias, enquanto os defeitos menores sdo referentes a anomalias de menor impacto
na fertilidade. Para a interpretacao do resultado do espermograma, devem ser considerados os
percentuais de defeitos maiores, menores e defeitos totais (Blom, 1973). Ainda devem ser
incluidas as presencas de medusas, células epiteliais, leucdcitos, eritrécitos, neutréfilos e
bactérias (Arruda et al., 2015).

As anormalidades dos espermatozoides s3do as seguintes: Defeitos maiores:
subdesenvolvido, cabeca isolada patoldgica, contorno anormal, estreita na base, piriforme,

pequeno anormal, formas teratoldgicas, pouch formation, acrossoma, gota citoplasmatica
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proximal, corckscrew, pseudogota, outros defeitos de peca intermediaria e cauda fortemente
dobrada ou enrolada. Os defeitos menores: cabeca delgada, gigante, curtos, largos, pequeno
normal, abaxial, retroaxial, obliquo, cabeca isolada normal, cauda dobrada, gota citoplasmatica

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

Reducéo na capacidade Reagdo acrossdmica Membrana do Estrutura anormal de

de fertilizacdo comprometida acrossoma anormal cromatina

s
Atraso na capacitacdo e O > i\ﬂ‘ Pobre criopreservacio

Aumento da Defeitos morfoldgicos na Reducdo da habilidade
susceptibilidade ao Defeito na fosforilagéo cabega, pega intermediaria de penetrar a zona
estresse osmdtico da proteina tirosina e cauda pelicida

Figura 1 — Representacdo esquematica das anormalidades estruturais e funcionais verificadas

em espermatozoides com alteracdes morfoldgicas (adaptado de Pukazhenthi et al., 2006).

2.3. PARAMETROS SEMINAIS

A avaliagdo laboratorial da qualidade do espermatozoide é um procedimento importante em
muitos aspectos da reproducdo sendo necessario o uso de métodos reprodutiveis, rapidos e
sensiveis para monitorar aspectos cruciais da fun¢do da célula espermatica (Gadea et al., 2004).
A avaliagdo convencional do sémen parece ser suficiente para revelar o grau de “normalidade”
dos testiculos (numero de espermatozoides, morfologia) e os epididimos (morfologia
espermatica, motilidade).

A avaliacdo da motilidade espermatica é normalmente um dos primeiros passos do
espermograma e fornece informagdes sobre a provavel fertilidade do animal e/ou avalia a
viabilidade de uma amostra de sémen. A motilidade deve ser considerada de trés maneiras,
primeiro a porcentagem de células mostrando movimento, em segundo lugar a caracteristica do
préprio movimento e, em terceiro lugar, a velocidade do movimento (Pefia, 2015).

O ejaculado deve conter um certo nimero de espermatozoides mdveis e morfologicamente
“normais” para permitir que a quantidade minima de espermatozoides atinja o oviduto e
possam participar do processo de fertilizacdo e sustentar o desenvolvimento do embrido
(Flowers, 2013; Kaya et al., 2014; Rodriguez-Martinez, 2014).

Para a analise e a interpretacdo do espermograma, ha valores de referéncia para as diversas
espécies domésticas, com padrdes para as diferentes caracteristicas como motilidade, vigor,

concentra¢do, morfologia, etc. Esses valores de referéncia sdo normatizados, para animais

24



domésticos, no Brasil pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) e
referenciados pelo Colégio Brasileiro de Reproduc¢do Animal e estdo disponiveis na publicacdo

“Manual para Exame Androldgico e Avaliagdo de Sémen Animal” (CBRA, 2013).

2.4. ANALISE DE SEMEN

Diversas pesquisas nos ultimos anos desenvolveram técnicas laboratoriais para ampliar a
possibilidade de uma analise mais criteriosa da integridade estrutural dos espermatozoides,
sendo que as anadlises de motilidade e de anormalidades espermaticas sdo essenciais para o
exame do sémen, pois revelam a qualidade das células e os diferentes defeitos morfoldgicos
(Arruda et al., 2015).

A motilidade espermatica é um dos parametros de qualidade espermdtica mais utilizado e
estd bem estabelecida em animais para avaliar a qualidade do sémen, sendo também um
parametro fundamental usado pelos andrologistas na ciéncia basica e aplicada (Horst, 2020). Os
sistemas de analise de motilidade espermatica auxiliados por computador (CASA — Computer
Assisted Sperm Analysis) foram desenvolvidos para reduzir a subjetividade da avaliacdo da
motilidade espermatica e tiveram ampla aceitagdo cientifica e pratica, pois a avaliacdo da
cinética espermatica tem grande relevancia no potencial de fertilidade das células espermaticas
(Waberski et al., 2021).

O CASA produz um filme com o trajeto de cada espermatozoide que é obtido por meio de
marcacdes de pontos na cabeca da célula, sendo processado através de um sistema
computadorizado e automatico de captura e que analisa sucessivas fotos das células revelando
informagdes mais precisas e acuradas do movimento de cada espermatozoide. O computador é
programado com uma micrometragem minima e outra maxima do espermatozoide para cada
espécie animal, sendo que outros objetos que tiverem tamanhos abaixo do minimo sdo
considerados parte do fundo (Amann e Waberski, 2014; Bergstein et al., 2014).

O CASA é amplamente aceito pela comunidade de reprodugdo animal em unidades de
producdo e para pesquisas sobre biologia bdsica 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 exatidao e a precisdao dos valores gerados, assim deve-se regularmente
validar todas as conFiguracbes de hardware e software com suas amostras e técnicos do
laboratério; 2) Deve-se determinar limites de subgrupo apropriados para cada medida de
movimento do espermatozoide em amostras tipicas de cada espécie animal e usar esses limites
para visualizar e resumir subpopulacdes de espermatozoides em cada amostra analisada, nao

confiar em médias ou medianas (Amann e Waberski, 2014). Apesar dos avangos na técnica,
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ainda ha grande necessidade de padronizacdo em muitas espécies, e os inUmeros fatores que
afetam os resultados tornam dificil fornecer critérios universalmente aceitos para classificar
amostras de sémen (Sutovsky et al., 2015, Yaniz et al., 2018, Nunes, 2021).

A observacdo das células espermaticas e suas alteragdes morfoldgicas é feita através da
microscopia dptica analisando laminas de esfregacos de sémen corados como, por exemplo,
pelo vermelho-congo (método Cerovsky), ou através de preparacdo Umida analisada em
microscopia de contraste de fase ou de interferéncia de fase. S3o 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 relagdo ao menor e, se observados dois defeitos de mesma classificacao,
registra-se apenas o de maior frequéncia e verificagdo da percentagem de defeitos,
classificando-os em maiores e menores (Arruda et al., 2015; Moraes e Souza, 2019).

Além da integridade morfoldgica do espermatozoide, a qualidade do sémen depende
também da integridade e funcdo de estruturas como a membrana plasmatica, sua cauda,
potencial mitocondrial, acrossoma e cromatina (DNA espermatico), producdo de espécies
reativas de oxigénio, integridade do citoesqueleto celular. Durante anos, a avaliacdo da
integridade de membranas dos espermatozoides foi baseada em colorag¢des vitais usando
microscopia de luz, o que permitia também o exame da sua morfologia. Mais recentemente,
varias sondas fluorescentes foram introduzidas para determinar a integridade de membranas
espermaticas e as diferentes estruturas, com leituras feitas em citometria de fluxo ou
microscopia de fluorescéncia (Celeghini et al., 2007; Bergstein et al., 2014, Daub et al., 2016;
Komsky-Elbaz e Roth, 2018).

A integridade da membrana espermadtica é essencial na viabilidade seminal, pois garante a
sua homeostase celular mantendo a motilidade, sendo esse requisito essencial para manter a
capacidade de fecundacdo da célula espermatica. Entre as sondas fluorescentes utilizadas para
avaliar a integridade de membrana temos o iodeto de propidio (IP) que so atravessa a
membrana plasmatica lesada, assim como o Hoechst 3358, SYBR- 14, entre outros (Celeghini et
al.,, 2007; Bergstein et al., 2014). J4 a andlise da integridade acrossomal pode ser realizada
também com sondas como a aglutinina de Pisum sativum (PSA), que possui especificidade a
glicoproteinas na membrana acrossomal e quando conjugada ao isoticionato de fluoresceina
(FITC) marca o acrossoma lesado (Celeghini et al., 2007, Bergstein et al., 2014; Komsky-Elbaz e
Roth, 2018). As mitocOndrias sdo responsaveis pela manutencdo energética da motilidade
espermatica, 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) tém sido utilizadas para coloragdo diferencial de
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mitocondrias 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 associa¢des para a avaliacdo simultanea das membranas citoplasmatica e
acrossomal e a funcdo mitocondrial. O desenvolvimento de técnicas de alta repetibilidade que
fornecem resultados que refletem o estado real de cada estrutura sao 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 avaliacdo
rapida e simultanea de multiplos compartimentos espermaticos e analisa milhares de
espermatozoides em poucos segundos (Pefa, 2015). Ela permite contar, examinar e classificar
células em uma solucdo aquosa, onde as células passardo individualmente através de um feixe
de luz ou laser que excita as sondas fluorescentes ligadas as células e capta a frequéncia da luz.
O equipamento converte essa frequéncia em sinais elétricos, que sdo quantificados por
softwares especificos. Os dados de cada espermatozoide sdo coletados e analisados para
fornecer informacdes sobre subpopulacdes na amostra, sendo exibidos graficamente em
histogramas. Esta técnica é altamente precisa, sensivel, rapida e analisa um numero
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; Pefia, 2015).

Aintegridade de membrana espermatica pode ainda ser analisada pelo teste supravital onde
uma combinagdo 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 nucleo e possibilitando
identificar os espermatozoides mortos (Faezah et al., 2012). Esta técnica é bem conhecida e
amplamente utilizada na analise de células espermaticas, 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 classico para a viabilidade do
espermatozoide pode ser questionavel pois avalia uma pequena populacdo de espermatozoides
(até 200 células por amostra) e a precisdo da avaliacdo depende da experiéncia e habilidade do
avaliador (Klimowicz-Bodysa et al.,, 2012). Daub et al. (2016) e Assumpgdo et al. (2021a)
verificaram que a avaliacdo da integridade da membrana do espermatozoide com corantes vitais
(eosina/nigrosina) e sondas fluorescentes apresentam resultados muito semelhantes na
determinagdao do percentual de espermatozoides com lesdo de membrana no sémen,
mostrando assim que qualquer uma das analises, 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
variaveis de qualidade, o que tem grande relagdo com sua fertilidade. Espermatozoides com
anormalidades de cabeca, peca intermediaria e cauda produzem alta quantidade de espécies
reativas de oxigénio que interferem diretamente com a motilidade e vigor das células,
integridade do DNA, atividade das mitocondrias (producdo de energia), funcionalidade de
proteinas 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
varias alteragGes celulares, morfoldgicas e bioquimicas, levando a célula a um “suicidio” sem
provocar uma resposta inflamatdria e ela difere de outros processos de eliminacdo celular pois
ela requer ATP para conduzir suas vias bioquimicas. Nas células somdaticas 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 nucleo ocorre
condensacdo da cromatina e quebra do DNA pelas endonucleases especificas (Heninger et al.,
2004; Caselles et al., 2014). A apoptose é mecanismo organizado e impulsionado por vias
intrinsecas ou extrinsecas distintas, sendo a via extrinseca ativada pela familia de receptores do
fator de necrose tumoral (ativador das caspases) e a via intrinseca é ativada em células onde a
homeostase é interrompida como resultado de estresse induzido (Pefia et al., 2011).

A apoptose é um mecanismo comum que os gametas passam durante a espermatogénese e
é necessdrio para manter a homeostase nos testiculos. Todo ejaculado contém duas popula¢des
de espermatozoides: uma fracdo ndo apoptdtica contendo células de qualidade
morfologicamente superior e uma fragcdo apoptdtica associada a grande quantidade de
anormalidades morfoldgicas (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 externalizacdo da fosfatidilserina,
ativacdo da caspase-3, perda do potencial da membrana mitocondrial, producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a fragmentacdo do DNA (nuclear e mitocondrial), sendo associados
ao decréscimo dos parametros seminais como motilidade, morfologia e concentragdo levando
a reducdo 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 remocdo de células germinativas em
desenvolvimento do epitélio seminifero, sendo que os estagios onde ocorrem os niveis mais

elevados de apoptose geralmente correspondem aos picos mitéticos e meidticos do
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desenvolvimento de células germinativas. Durante a espermatogénese, se o processo de
apoptose for eficiente, as células germinativas anormais sdo eliminadas para que apenas
espermatozoides normais sejam formados, mas algumas células germinativas marcadas para
apoptose escapam do mecanismo de elimina¢cdo e completam a sua divisdo levando a formacgao
de espermatozoides anormais com algumas células apresentando danos graves no seu DNA
(Heninger et al., 2004; Berteli et al., 2017).

A analise convencional de uma amostra de espermatozoides fornece grande numero de
informagdes sobre suas caracteristicas, mas ndo revela informa¢des sobre a presenca de
eventos de apoptose que podem ser amplamente responsaveis pela baixa taxa de fertilizacdo e
implantacdo do embrido (Rawe et al., 2009).

O papel dos marcadores de apoptose celular nas células somaticas estd bem estabelecido,
porém na funcdo do espermatozoide ainda ndo. Varios marcadores de apoptose das células
somaticas estdo presentes nos ejaculados, mas os papéis desses marcadores na
vitalidade/morte dos espermatozoides e na infertilidade masculina ainda ndo estdo bem
esclarecidos (Oehninger et al, 2003). Espermatozoides imaturos podem apresentar marcadores
ndo caracterizados e serem responsaveis pela fertilidade inadequada, podem expressar
marcadores de apoptose semelhantes de células somdticas se ocorrer apoptose antes da
diferenciacdo espermatica final, podem ser reflexo de mecanismos relacionados a
endocrinopatias, varicocele e inflamagdo/ infecgdo e ainda ter a morte celular rdpida devido ao
curto tempo de vida tipico dos espermatozoides pés ejaculacdo (Oehninger et al, 2003;
Marchetti e Marchetti, 2005).

A apoptose pode ser induzida ainda apds a ejaculagdo por exposi¢ao dos espermatozoides a
um ambiente indspito e estressante que pode comprometer a taxa de fertilizacdo e a
competéncia de desenvolvimento do embrido (Hendricks e Hansen, 2009). A translocacdo da
fosfotidilserina na membrana celular, a fragmentacdo de DNA e ativacao das caspases revelam
um fendtipo de apoptose na populagdo de espermatozoides em uma proporgdo variavel, sendo
que a elucidacgao criteriosa destes mecanismos sera uma contribuicdo significativa para o campo

da reproducdo (Oehninger et al, 2003; Marchetti e Marchetti, 2005, Aitken e Baker, 2013).
2.6. SEPARACAO ESPERMATICA POR ATIVAGAO MAGNETICA

As técnicas de separagdao de espermatozoides devem ser rapidas, faceis, de baixo custo e
serem capazes de selecionar células méveis e morfologicamente normais, ndo causar alteragdes
nas células separadas, eliminar espermatozoides mortos e outras células, incluindo leucdcitos e

bactérias, eliminar substancias téxicas ou bioativas como fatores de capacitacdo 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, geracdo de espécies reativas de
oxigénio, maturacdo da membrana e espermatozoides apoptoéticos (Said e Land, 2011; Henkel,
2012).

Os métodos convencionais de selecdo espermatica como a migracdao ou sedimentacdo de
células, centrifugacdo em gradiente de densidade (DGC), “swim up”, entre outras, utilizam varias
etapas de centrifugacdo, expondo o espermatozoide sauddvel a altos niveis de ROS que induzem
estresse oxidativo danificando o seu DNA (Makker et al., 2008; Aitken et al., 2013). Estes
procedimentos possuem limitagdes, pois ndo utilizam critérios moleculares para avaliar a fungao
reprodutiva, de modo que a maior competéncia funcional nem sempre é obtida nas células
selecionadas, limitacGes estas que podem ser superadas associando outras técnicas como as de
selecdo de espermatozoides ndo apoptdticos (Said et al., 2006; Rappa et al., 2016).

A membrana celular possui como constituintes principais o colesterol e os fosfolipidios que
sdo importantes na manutencdo de sua integridade. A fosfatidilserina (FS) esta presente na face
interna da membrana e a sua externalizacdo é considerada como um sinal de apoptose, sendo
associada ao decréscimo dos pardmetros seminais como motilidade, morfologia e concentracdo
levando a reducgdo de sua fertilidade (Said et al., 2008; Rawe et al., 2009; Tavallee et al., 2012).
Anexina V (ANX) é uma proteina que liga-se especificamente a FS e é capaz de identificar células
com membranas alteradas em inicio de apoptose (Rawe et al., 2009). Arrighi et al. (2009)
observaram que a FS estd presente em 61,4 % das membranas dos espermatozoides em todas
as regibes (cabeca, peca intermediaria e cauda) com maior expressao na cabeca.

A técnica de separagdo celular por ativacdo magnética (MACS) é um método ndo invasivo
que utiliza o conhecimento da afinidade da anexina V (ANX) com a FS da membrana. A ANX
quando acoplada a microesferas metdlicas e liga-se aos espermatozoides com membrana
lesada, com alteracdao no potencial de membrana mitocondrial e com fragmentacao de DNA, e
guando este conjugado é submetido a um campo magnético de alta poténcia em uma coluna de
separacdo, estes conjugados irdo aderir a coluna, enquanto as células ndo apoptdticas com
membranas intactas passardao livremente por ela, sem comprometer a viabilidade do
espermatozoide que podera ser utilizado em técnicas de reproducdo assistida (Dirican et al.,
2008, Rawe et al., 2009; Rappa et al., 2016; Manuel et al., 2017).

Através de microscopia eletrénica de transmissdo, 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 separac¢do de espermatozoides na espécie humana

com taxa de recuperacgdo de células em torno de 73,8 £ 12,1% (Said et al., 2006).
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Alguns estudos mostram os efeitos positivos da combinacdo da técnica de MACS com os
métodos classicos de processamento para a sele¢do da qualidade do espermatozoide (DGC,
swim up). Tavalaee et al. (2012) mostraram que DGC ou MACS sozinhos reduziam fragmentacao
do DNA em cerca de 30% e DGC-MACS reduziu em 40% a 49% as células com alteracdo 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. 0 PORQUE DESTE ESTUDO

As biotécnicas da reprodugdo surgiram e evoluiram com o passar dos tempos, com aplicagées
no aumento da eficiéncia reprodutiva e produtiva, preservagado dos recursos genéticos animais,
melhoria da qualidade dos produtos, com repercussdes na saude animal, na saide humana e na
preservacgdo de espécies em extingdo (Rodrigues e Bertolini, 2019).

A crescente adocdo da inseminacdo artificial e criopreservacdo de sémen aumentou a
necessidade de desenvolver métodos para especificar a fertilidade dos machos. Desde o inicio
do século XX a ma qualidade dos espermatozoides tem sido associada a baixa fertilidade, e a
avaliacdo da morfologia espermatica tem sido utilizada no exame de saude reprodutiva ou
pesquisa de baixa fertilidade de animais (NoOthling e Irons, 2008). Um dos fatores que
contribuem para esta baixa fertilidade é a qualidade dos ejaculados que é muito varidvel, pois é
composto por uma mistura heterogénea de subpopula¢des de espermatozoides que possuem
morfologia, motilidade e capacidade de fertilizagdo préprias, incluindo células com
anormalidades estruturais, mostrando assim a necessidade de uma sele¢do das células para
otimizar sua capacidade de fecundacgao (Prakash et al., 2014; Amann et al., 2018).

Na tentativa de obter amostras seminais com maior nimero de espermatozoides viaveis, as
técnicas de sele¢do espermatica sdo cada vez mais empregadas, resultando em amostras com
maior motilidade, menor quantidade de anormalidades e maior viabilidade (Henkel e Shill,
2003). Técnicas como a separacdo espermatica por centrifugacdo em gradiente de densidade e
a separagdo espermatica por ativacdo magnética sdo opcbes para reduzir a quantidade de
anormalidades espermaticas nas amostras seminais, principalmente espermatozoides com
anormalidade em cauda e cabec¢a, melhorando assim a qualidade do ejaculado para que o
mesmo possa ser utilizado em técnicas como inseminacgdo artificial e a fertilizagdo in vitro
(Faezah et al.; 2014; Bucar et al., 2015; Berteli et al., 2017). Na reproducdao humana os primeiros
resultados apds fertilizagao in vitro com espermatozoides selecionados a partir de DGC e MACS
sdo encorajadores quanto a taxa de fertilizacdo e as taxas de gravidez (Said e Land, 2011; Manuel

et al., 2017).
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Ainda sdo necessarios estudos nas espécies animais com a técnica de DCG e MACS, sejam
isoladas ou em conjunto, a fim de produzir amostras de sémen com o minimo de
espermatozoides anormais, alta motilidade e integridade de suas membranas visando étimas
taxas de fertilizacdo e que também possam garantir que ndo haja prejuizos na eficiéncia das
células espermaticas in vivo e in vitro pds selecdo. O desenvolvimento de uma técnica de
separacao espermatica que nao interfira com sua qualidade permitird a producdo de amostras
de sémen de animais domésticos e selvagens de alta qualidade e com alta chance de fertilidade
do odécito, o que contribuira para o aumento da eficiéncia reprodutiva pds-inseminagao ou na

producdo de embrides in vitro.

2.8. A ESCOLHA DAS ESPECIES

Para esta pesquisa foram escolhidas quatro espécies animais, sendo trés domésticas
(bovinos, equinos, felinos) e uma selvagem (cervideo). A justificativa da escolha das espécies

estudadas esta descrita nos topicos abaixo:

2.8.1. Importancia dos bovinos na pecuaria nacional e o grande nimero de pesquisas na

espécie

O Brasil detém uma populagdo de bovinos estimada em 275 milhdes de cabecas (Giro do Boi,
2022), com um total de 28.706.330 milhdes de doses de sémen comercializadas para
inseminacdo artificial no ano de 2021 (ASBIA, 2022) e uma producdo de embrides de 302.309
milhGes registrada em 2019 (Viana, 2021). Estas biotécnicas movimentam bilhGes de reais por
ano e tém sido um poderoso instrumento para a multiplicacdo e disseminagdo de genética de
alta qualidade além do aumento da lucratividade do produtor rural.

MilhGes de fémeas bovinas sdo inseminadas anualmente em todo o mundo, sendo
82.481.999 fémeas no Brasil em 2021, representando 22,79% do rebanho nacional de vacas
(ASBIA, 2022). Apesar desse alto nimero de inseminacdes, a probabilidade de concepgao é em
torno de 50%, devido a baixa qualidade seminal e as injurias causadas pela criopreservacgado, que
afetam a fecundac&o e/ou o desenvolvimento embrionario (Sa Filho et al., 2009).

Nos ultimos 10 anos foram publicados 651 artigos cientificos na area de reproducdo de
bovinos no Brasil (CAPES, 2022), representando mais de 60% dos artigos da drea de reproducao
animal. Ha uma crescente busca por tecnologias e alternativas que permitam o desenvolvimento
da pecuaria, com altos indices da produgdo animal, dentre estas, as biotécnicas da reproducao,
gue tém mostrado um aumento continuo das publicagGes sobre a evolugdo das geragGes de

tecnologia de reproducdo assistida, as quais proporcionaram o desenvolvimento da producao
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animal e o melhoramento genético, sendo que em torno de 56% dos artigos da area de
reproducdo de bovinos fala sobre aspectos gerais do sémen e producdo in vitro de embriGes
(Zamai et al., 2019).

A fertilidade do touro tem recebido muita atengcdo em estudos de pecudria onde os
beneficios econémicos dependem da melhoria da produtividade. Apesar de anos de esforgos,
nenhum resultado conclusivo foi obtido, provavelmente porque os bovinos domésticos muitas
vezes sao sujeitos a forte selegdo artificial para alta fertilidade, na busca de ejaculados de alta
motilidade e alta propor¢do de espermatozoides normais (Gomendio et al., 2007). A avaliacdo
da fertilidade de touros tem sido baseada nas caracteristicas de seu sémen, porém este contém
espermatozoides com niveis variaveis de fertilidade e pode apresentar células anormais que os
tornam incapazes de fertilizar o odécito. A qualidade do espermatozoide é um dos fatores que
determina o sucesso das técnicas de reproducdo in vivo e in vitro, sendo que a reproducdo
assistida na espécie tem se transformado no tratamento de escolha em casos de infertilidade
no macho e fémea, porém as taxas de sucesso ainda ndo sdo ideais (Rawe et al., 2009; Odhiambo

et al., 2014).

2.8.2. Os cervideos e sua importancia na biodiversidade

A preservacdo de uma espécie depende da manutencdo de populagdes com boa
variabilidade genética e a reproducdo é essencial neste processo. As biotécnicas reprodutivas,
como a inseminacao artificial, transferéncia de embrides, fertilizagao in vitro e criopreservagao
de sémen e de embriGes podem contribuir para esta diversidade genética, entretanto, a
aplicacdo destas técnicas ainda é limitada em espécies selvagens devido, principalmente, a falta
de conhecimento basico em biologia reprodutiva (Howard, 1999; Holt et al.,, 2014). A
manutencdo da diversidade genética é essencial para sobrevivéncia de uma espécie, pois sua
reducdo pode afetar a espermatogénese e ovulagdo, concepc¢do, desenvolvimento embrionario
através de alteracbes epigenéticas do genoma, susceptibilidade a doencas, morbidade e
mortalidade perinatal (Morato et al., 1998; Rola et al., 2013; Holt et al., 2014).

No Brasil existem oito espécies de cervideos, entre eles os do género 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 sdo consideradas como vulneraveis em nivel mundial e as demais espécies
estdo com suas popula¢des em rapido declinio (ICMBio, 2018; IUCN, 2022).

A qualidade dos ejaculados é muito diferente entre as espécies de cervideos, quando a
sele¢do natural nem sempre faz com que o macho com melhor qualidade seminal tenha maior

numero 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 fertilizagdo, penetrar o odcito e ativar o
desenvolvimento do embrido (Aitken et al., 2011).

Nas diferentes espécies de animais selvagens, incluindo os cervideos, até mesmo em vida
livre, ha um alto grau de anormalidades estruturais dos espermatozoides provocada pelo
aumento da endogamia (perda da variabilidade genética) devido ao declinio populacional
provocado pelas mudangas ambientais e agGes antrdpicas (Wildt et al., 2010; Holt et al., 2014).
Este quadro também é observado em animais de cativeiro provocado pelo estresse do espaco
reduzido, mudanca de ambiente e convivéncia constante com outros individuos (Abreu et al.
2009), o que provoca queda drastica de fertilidade nas espécies, reduzindo a eficiéncia da

reproducdo assistida e colocando em risco a conservagao destes animais.

2.8.3. A importancia dos equinos nas criagdes brasileiras

O Brasil dispde atualmente de um rebanho de equinos de 5.962.126 milhdes de animais
(IBGE, 2021), que reune cavalos de trabalho, lazer e competi¢cdo. A atividade movimenta
anualmente RS 16, 5 bilhdes e gera 610 mil empregos diretos e 2.430 mil empregos indiretos,
sendo responsavel, assim, por mais de trés milhGes de postos de trabalho (Animal Business,
2022).

Os garanhdes apresentam taxas de concepcao por ciclo mais baixas quando comparados com
outras espécies de animais, principalmente porque sdo selecionados nao por aptiddo
reprodutiva e fertilidade, mas sim com base na capacidade atlética, pedigree, conformacao,
desempenho e progénie, o que leva a garanhdes valiosos serem subférteis e com baixa
qualidade de sémen, mas que sdo frequentemente usados em programas de criagdo comercial
(Loomis, 2006, Mari et al., 2011). A gradativa demanda por animais de elevado padrao racial
torna iminente a implantacdo de técnicas que possibilitam intensificar o aproveitamento de
bons reprodutores, de modo a impulsionar o aspecto qualitativo do plantel das variadas racas.
O conhecimento das caracteristicas reprodutivas e seminais de um animal é fundamental para
se adotar biotécnicas de reproducdo objetivando aumentar a eficiéncia reprodutiva da espécie
(Papa, 2020).

A qualidade do sémen tem um papel decisivo na fertilidade, pois qualquer fator capaz de
alterar a espermatogénese resulta na producdo de espermatozoides com alteragbes
morfoldgicas (Arruda et al., 2015). As caracteristicas do sémen podem variar muito entre os
garanhdes ou mesmo em um individuo, sendo que a qualidade do espermatozoide é um dos

fatores determinantes do sucesso das técnicas de reproducgao assistida (Loomis, 2006).
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Atualmente, a fertilidade dos garanhGes tem sido um dos principais parametros de selecdo
e utilizacdo, sendo avaliada por diversos métodos laboratoriais de avaliagdo do sémen que em
conjunto podem ajudar a predizer o potencial fecundante. Os garanhdes apresentam grande
quantidade de células espermaticas com anormalidades, devido principalmente aos
espermatozoides apoptéticos que levam reducdo da motilidade e alto grau de anormalidades
das células (Caselles et al., 2014). Os testes convencionais de analise espermdtica, como
concentra¢do, motilidade e avaliacgdo morfoldgica sdo valiosos para identificar garanhses
subférteis, mas fornecem apenas informag¢Ges moderadas sobre a competéncia funcional dos
espermatozoides, pois ndo avaliam a estrutura interna da célula espermatica, como a cromatina
(DNA e proteinas especificas), indicativos essenciais da funcionalidade dos espermatozoides, da
habilidade de fecundacgdo e do desenvolvimento embrionario (Love, 2011; Muradas et al., 2013;

Griffin et al., 2019).

2.8.4. Os gatos domésticos e seu sémen com alto grau de anormalidades espermaticas

Os gatos convivem com os humanos ha aproximadamente 10.000 anos e ganham cada vez
mais espaco como membros das familias. Em 2021, de acordo com a Comissdo de Animais de
Companhia (COMAC, 2021), a populagdo aproximada de gatos domiciliados no pais era de 30
milh&es de animais, e movimentaram RS 25 milhdes de reais no mercado de produtos e servicos.
Para suprir essa demanda crescente pela companhia dos felinos crescem o nimero de gatis
especializados na reproducao das diferentes ragas. Assim como acontece com a reproducgao
assistida de outras espécies de animais, o conhecimento sobre a reproducdo de gatos deve ser
aprofundado para se evitar perdas econémicas, pois ainda sdo poucos os estudos nesta espécie
(Vieira et al., 2009).

O gato doméstico tem sido muito utilizado como modelo de pesquisa no estudo dos
mecanismos bioldgicos da reproducdo nas 37 espécies da familia Felidae, a maioria dos quais
sdo raros e ameacados de extingdo e podem se beneficiar do conhecimento obtido em estudos
com gatos domésticos, pois estes sdo modelos experimentais para o estudo da reproducdo das
espécies selvagens (Jewgenow et al., 2009; Vieira et al., 2009). Os gatos domésticos sdo
selecionados para reproducdo principalmente com base em sua aparéncia e comportamento,
nado pelas caracteristicas reprodutivas, o que pode levar a varios problemas de fertilidade e
menor qualidade do sémen dos animais, principalmente devido a azoospermia/oligospermia e
teratospermia (Fontbonne et al., 2020).

As anadlises de sémen no gato doméstico sdo mais complicadas pelo volume diminuto dos
ejaculados e o conhecimento das variagdes na morfologia espermatica ajudaria a interpretacao

mais confiavel dos espermogramas da espécie (Zambelli e Cunto, 2006; Axner e Forsberg, 2007).
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Os felinos apresentam um fenémeno interessante na fungdo testicular que leva o aumento da
producdo de espermatozoides com teratospermia, ou seja, produ¢ao de mais de 60% de
espermatozoides morfologicamente anormais levando uma redugdo na producdo e na
fertilidade das células (Axner e Forsberg, 2007). Espermatozoides teratospérmicos apresentam
alteracdo na capacidade de sobreviver a criopreservagao, no processo de capacitagao e reagao
acrossémica, na penetracdao da zona pellcida e na fertilizagdo do odcito (Pukazhenthi et al.,
2006).

A teratospermia na espécie pode ter diferentes tipos de origem como a reducdo da
diversidade genética, sendo que alguns gatos produzem periodicamente um alto nimero de
espermatozoides malformados que parecem parcialmente regulados pela sazonalidade ou
talvez a abstinéncia nas copulas, nutricdo ou fatores de saude (Blottner e Jewgenow, 2007).
Também é conhecido que ocorrem disturbios na deplecdo das células germinativas apoptéticas
gue garantem a qualidade dos gametas produzidos, o que contribui para o aumento da
producao de espermatozoides com baixa qualidade. As razdes e os mecanismos exatos desta
condicdo sdo pouco conhecidos, podendo estar relacionados com a idade e a época de
reproducdo, pois alguns animais podem apresentar mudancgas sazonais no peso do testiculo,
concentragdo de testosterona e qualidade do sémen (Jewgenow et al., 2009; Prochowska et al.,

2021).

3 OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL
Este estudo visou realizar a selecdo de espermatozoides de alta qualidade através da

separacdo espermatica por ativagdo magnética em sémen fresco de bovinos, cervideos, equinos

e felinos domésticos, avaliando a qualidade das células apds o processo de sele¢do espermatica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver para animais domésticos e silvestres a técnica de separacdo espermatica por
ativacdo magnética (MACS/SEAM ) afim da obtencdo de amostras de espermatozoides de
alta qualidade comparando com a centrifugacdo por gradiente de densidade (DGC).

* Comparar a motilidade e a morfologia espermatica pré e pds-separacdo por MACS/SEAM, no
filtrado (fragdo ndo apoptdtica) e na porcdo retida na coluna de separacdo (fragdo

apoptadtica), a fim de analisar a interferéncia da MACS/SEAM na qualidade celular.
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¢ Analisar se ocorre algum tipo de lesdo nas células espermaticas apds separagao por DSG e
MACS, pelo teste supravital e através da avaliagdo da membrana plasmatica e do potencial
de mitocondrias usando as sondas fluorescentes.

e Verificar se a técnica de separag¢do espermadtica é eficiente em todas as espécies

e Produzir amostras de sémen de alta qualidade e com alta chance de fertilidade a fim de

aumentar os indices reprodutivos in vivo e in vitro.

4 MATERIAL E METODOS

4.1. Local de execugao

1) Laboratdrio de Reprodugdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia — preparo de
materiais, corantes e reagentes, andlises morfoldgicas do sémen e teste supravital.

2) Bovinos
- Coleta de sémen dos touros, andlises de CASA e citometria de fluxo para analise de
membranas espermaticas na Central Alta Genetics, Uberaba, MG. Cooperacdo dos doutores
Neimar Correa Severo e Jodo Pedro Brand3o Zandonaide.
- Andlise de citometria de fluxo para potencial mitocondrial dos espermatozoides —
Laboratério de Reprodugdo Animal da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, Campo

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

3) Cervideos
- Coleta do sémen no Nucleo de Pesquisa e Conservagdo de Cervideos (NUPECCE), UNESP,

Campus Jaboticabal, Jaboticabal, SP. Cooperac¢do do Dr. José Mauricio Barbanti Duarte.

4) Equinos
- Coleta do sémen de animais de criatdrios particulares da regido de Uberlandia, MG, sendo as

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

5) Gatos
- Coleta e andlise fisica do sémen realizada no Laboratério de Reproducdo Animal da
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR. Cooperacdao da Dra. Maria Isabel Mello

Martins.

4.2.0s animais

1 - Bovinos - Foram realizadas coletas de sémen de 21 touros adultos da raga 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 Comissdo de Etica na Utilizagdo

de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia, protocolo n2 024/18.

2 - Cervideos - Foram utilizados seis cervideos, sendo dois de cada espécie: veado catingueiro
(Mazama gouazoubira), veado-roxo (Mazama nemorivaga) e veado-mateiro (Mazama
americana), pertencentes ao Nucleo de Pesquisa e Conservacdo de Cervideos (NUPECCE), do
Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias da UNESP, Campus
Jaboticabal, Jaboticabal, SP, Brasil (Registro IBAMA n2 1/35/92/0882-5, Cadastro SISBIO n2
482.508). Os cervideos eram mantidos em baias individuais (4m x 4 m), com contato auditivo e
olfatério entre machos e fémeas e expostos a flutuagdes naturais de luminosidade, temperatura
e umidade relativa do ar. A alimentacdo era a base de racdo industrializada e forragens e a agua

fornecida a vontade ao animal.

3 - Equinos - O estudo foi realizado com 10 garanhdes das ragas Quarto de Milha e Mangalarga
criados na regido de Uberldndia/MG. Foram selecionados animais desclassificados no
espermograma (CBRA, 2013), por apresentarem altas quantidades de células com

anormalidades (acima de 30%).

4 - Gatos — Utilizou-se sémen de 10 gatos domésticos adultos sem raga definida, oriundos de
uma ONG de protecdo animal que foram levados para castragdo no programa de controle

populacional de animais da Universidade Estadual de Londrina.

4.3. Coleta, preparagao e analise das amostras
4.3.1. Coleta do sémen

As amostras de sémen dos bovinos foram coletadas utilizando o método de vagina artificial
por pessoal treinado do quadro técnico da Central Alta Genetics, sob as mesmas condicbes

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

Uberaba, MG.

As coletas de sémen dos cervideos foram realizadas pela técnica de eletroejaculacdo sob
anestesia geral. Os animais foram anestesiados com associa¢cdo 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 didametro
e 28,0 cm de comprimento, com trés eletrodos longitudinais com 1,5 cm de distancia entre os
mesmos). Apds sedagdo e introducdo dos eletrodos direcionados ventralmente no reto, o animal
recebeu estimulos crescentes de 250 mA a 750 mA com duragao média de trés segundos, e entre
cada estimulo houve um intervalo de trés segundos (perfazendo um total de dez estimulos por
sequéncia). Foram realizadas trés sequéncias de estimulacdo, com intervalos de um a dois

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

Figura 3 — Coleta de sémen dos cervideos pela técnica de eletroejaculacdo sob anestesia geral

no Nucleo de Pesquisa e Conservagao de Cervideos, UNESP, Jaboticabal, SP.
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As coletas dos equinos foram realizadas utilizando o método de vagina artificial, sob as

mesmas condicGes técnicas e de assepsia.

Figura 4 — Coleta de sémen dos equinos pela técnica de vagina artificial, Uberlandia, MG.

As coletas dos gatos foram realizadas pela técnica de Coleta farmacoldgica, utilizando a
associacdo de dexmedetomidina (30 ug/kg, IM; Dormitor®, Zoetis) e cetamina (5 mg/kg, IM;
Quetamina®, Vetnil) e a cateterizacdo uretral por sonda tomcat (0,8mm x 1,00mm x 11cm) com

15 minutos apds a aplicacdo dos farmacos (Hidalgo et al., 2022).

Figura 5 — Coleta de sémen dos gatos pela técnica de Coleta farmacolégica com cateterizacdo

uretral no Laboratério de Reproduc¢do Animal da UEL, Londrina, PR.
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4.3.2. Fluxograma das analises
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Figura 6 — Analises sequenciais realizadas nas amostras de sémen. Etapa NAP —DGC e citometria

so foi realizada em bovinos. Analise de motilidade feita no CASA em bovinos e gatos e em

microscopia éptica nos cervideos e equinos.

4.3.3. Analises fisica e morfolégica do sémen

Para as andlises de motilidade total e progressiva foi realizada a analise computadorizada

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

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

Optica utilizando uma gota de sémen sobre uma lamina de vidro recoberta com laminula.

Figura 7 — Aparelho CASA utilizado na andlise de motilidade espermatica de bovinos e gatos.
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A concentracdo do sémen foi medida com auxilio da cdmara de Neubauer, para mensuragdo
do nimero de espermatozoides por mL na amostra, em todas as espécies.

A morfologia espermatica foi avaliada em todas as espécies pelo método de preparacdo em
camara Umida, sob microscopia 6ptica de contraste de fase, sendo avaliadas 200 células,
verificando a porcentagem das anormalidades individualmente e contabilizando os defeitos
maiores, menores e totais. Todas as andlises foram realizadas pelo mesmo avaliador. A
classificacdo das anormalidades foi de acordo com o Manual de Exame Androlégico (CBRA,
2013).

O teste supravital (analise de vivos/ mortos) foi feito utilizando esfregaco de sémen corado
com eosina-nigrosina, corante Botuvital® (Botupharma, Botucatu, SP), verificando a
porcentagem de células com membrana integra (“vivos”) e membrana lesada (“mortos”)

(Faezah et al., 2012).

1 2
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3 4 o

Figura 8 — Esfregaco de sémen com corante Botuvital® para andlise de integridade da membrana

espermatica. Fonte: www.botupharma.com.br.

Foram analisadas cinco amostras diferentes: 1) sémen fresco (fresco); 2) pds separagdo por
DGC (DGC); 3) pds separacdo por MACS ou SEAM (porcdo filtrada, ndo apoptética) (NAP); 4) pds
separacao por MACS ou SEAM (porgao retida na coluna — apoptética) (APT) e 5) pds separagao
por MACS (porcao filtrada) seguida da DGC (NAP-DGC).

4.3.4. Analises de membrana plasmadtica e potencial mitocondrial

A integridade da membrana plasmatica e do potencial mitocondrial foram avaliadas de
acordo com protocolo por Celeghini et al. (2007), com adaptacdes. A integridade da membrana
plasmatica foi avaliada em citometria de fluxo (Cyflow®) utilizando 10 pL de sémen com 2 plL
iodeto de propidio e 1 puL de SYBR-14.

Para andlise do potencial mitocondrial foi utilizado um milhdo de espermatozoides diluidos

em 150 uL de HEPES com 6 pL de JC-1 (iodeto de 5, 5, 6, 6' — tetracloro - 1, 1, 3, 3’ —
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tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) que apds incubacdo por 8 minutos em temperatura
ambiente sob abrigo da luz foram fixadas com paraformol 4% (3 pL) e armazenadas em geladeira

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

Figura 9 — Citdmetro de fluxo utilizado na analise de integridade da membrana plasmatica e do

potencial mitocondrial de bovinos.

4.3.5. Centrifugagao por gradiente de densidade

Para separac¢do espermatica por centrifugacdo em gradiente de densidade (DGC) foi utilizada
uma solugdo 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 ul de Percoll
45%, abaixo dela depositou 400 pl de Percoll 90% e acima destas solugdes foi depositado 20
milhdes de espermatozoides, seguindo protocolo de mini Percoll de Missio et al. (2018), com
modificagdes. Os gradientes foram centrifugados a 900 G por 5 minutos, na temperatura
ambiente. O sedimento contendo os espermatozoides foi diluido em 150 ul HEPES (H3375

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

Figura 10 — Centrifugacdo em densidade de gradiente com Percoll (mini Percoll).
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4.3.6. Separagdo celular por ativacio magnética

Para separagdo espermatica por MACS foi utilizado o protocolo descrito por Rawe et al.
(2009), com modificacbes. Na amostra contendo 10 milhdes de espermatozoides foram
adicionados 1,5 ml de HEPES, seguido de centrifugacdo a 300 G por 10 min. O pellet formado foi
ressuspendido em 150 pl HEPES e adicionado 20 pl de nanoparticulas ligadas a Anexina V
(Miltenyi Biotec, Alemanha). Apds a incubagdo por 15 minutos em temperatura ambiente,
procedeu-se a filtracdo na coluna de separacdo magnética MiniMACS (Miltenyi Biotec,
Alemanha). A coluna foi previamente hidratada com 500 pl de tampao fosfato salino (PBS) com
soro albumina bovina (BSA). O filtrado ou fragdo ndo apoptdtica foi coletado em tubo de 2 mL.
A fracdo apoptdtica unida as microesferas foi coletada removendo a coluna do ima e

adicionando 300 ul do HEPES, com a ajuda de um émbolo.

C™a %
! !

Espermatozoide apoptotico com fosfatidilserina Espermatozoide apoptotico com fosfatidilserina
na membrana na membrana + anexina V

Figura 11 — Ligacdo da fosfotidilserina com anexina V e as nanoparticulas nos espermatozoides.

Adaptado de Berteli (2017).

gt
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Figura 12 - Separacdo de espermatozoides apoptdticos utilizando MACS. (A) A coluna que
contém esferas de ago é colocada dentro de um ima externo. (B) As células ndo marcadas fluem
através da coluna a ser coletada. (C) As células marcadas imunomagneticamente permanecem
ligadas as esferas magnetizadas e sdo retidas dentro da coluna. Adaptado de Rawe et al. (2009)

e Said e Land (2011).
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Figura 13 - Separac¢do de espermatozoides utilizando MACS. Etapas de marcagdo e separagao

magnética e eluigdo das células apoptéticas da coluna. Adaptado de Miltenyi Biotec.

AT

Figura 14 - Coluna de separa¢do magnética MiniMACS (Miltenyi Biotec, Alemanha) utilizada na

separacdo de espermatozoides em bovinos. A - ima magnético, B - coluna de filtrag3o.

Apds as analises de bovinos utilizando o MiniMACS (Miltenyi Biotec) foi desenvolvido um
protétipo de separacdo especifico para espermatozoides, nomeado de SEAM (separacdo
espermatica por ativacdo magnética). Este protétipo se encontra em fase de solicitagdo de
patente e foi desenvolvido pelo Dr. Mauricio Foschini do Instituto de Fisica da Universidade
Federal de Uberlandia, em parceria, para as pesquisas com nanoparticulas.

O SEAM é uma técnica semelhante ao MACS, com algumas altera¢des. O SEAM E composto
por uma coluna contendo uma matriz com esferas ferromagnéticas e um campo magnético de

alta poténcia em uma coluna de separa¢do. O campo magnético de 0,5 tesla retém de forma
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eficiente as células marcadas com as nanoparticulas e a matriz espacosa dentro da coluna
garante que células ndo marcadas possam facilmente fluir. Ele possui um sistema de controle
de intensidade de fluxo de filtracdo regulado por um display, além de um sistema de controle
de temperatura na coluna de filtracdo e no frasco que recebe o filtrado para manter a
temperatura constante das células espermaticas (37°C).

Este protétipo foi utilizado nas andlises de cervideos, equinos e gatos. Toda a sequéncia de
metodologia utilizada para a separa¢gdo magnética utilizada no MACS foi também utilizada no

SEAM.

Figura 15 - Coluna de separagdo magnética SEAM (protétipo provisorio) desenvolvido para
selecdo de espermatozoides, a direita detalhe da coluna de filtragdo. A) seringa para controle
de fluxo, B) coluna de filtragdo com controle térmico, C) ima magnético, D) frasco de coleta do
filtrado com controle térmico, E) Display para controle de fluxo de filtracdo. Protétipo utilizado

nas filtracGes de cervideos, equinos e gatos.

4.3.7. Separagdo celular por ativacdo magnética — Centrifuga¢ao por gradiente de densidade
A separacdo espermatica por MACS seguida por DGC foi uma conjunc¢do dos dois métodos
descritos acima. Esta anadlise so foi feita em bovinos devido a disponibilidade de amostra

suficiente para as analises.

4.3.8. Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada com auxilio do programa Statistical Analysis System for

Windows SAS® 9.2 (SAS, 2014). Em bovinos, as varidveis continuas foram avaliadas quanto a
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normalidade dos residuos pelo procedimento UNIVARIATE e submetidas ao teste de Bartlett.
Em cervideos, equinos e gatos, os dados foram avaliados quanto a normalidade dos residuos
pelo teste de Shapiro- Wilk. As variaveis que ndo atenderam aos requisitos de normalidade e
homogeneidade da andlise de variancia foram devidamente transformadas de acordo com o
Guided Data Analisys do SAS. Comparagbes entre os tratamentos foram realizadas pelo
procedimento MIXED do SAS (versao 9.4; SAS institute, Inc., Cary, NC, USA), tendo o tratamento
como efeito fixo. As diferencas entre tratamentos foram obtidas por meio do teste de Tukey. A
probabilidade de P<0.05 foi considerada como diferenga significativa. Os dados foram

apresentados como média * erro padrao da média (EPM).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Bovinos

Todos os métodos utilizados nas andlises mostraram-se eficientes no estudo dos
espermatozoides dos bovinos. Quando comparamos as técnicas de DGC e MACS verificamos que
ambas foram eficientes na reducgdo de anormalidades espermaticas retirando, principalmente,
de forma seletiva, defeitos de cauda e cabeca, respectivamente. Porém, a combinacdo dos dois
métodos mostrou maior eficiéncia produzindo amostra de alta qualidade celular, como
mostrado por Assumpgado et al. (2021b). Como nesta pesquisa, Gil et al. (2013), Bucar et al.
(2015) e Berteli et al. (2017) também mostraram a eficiéncia do MACS na selecdo de
espermatozoides funcionais no sémen humano, e quando utilizada junto ao gradiente de
densidade os resultados nas taxas de fertilizacdo foram excelentes. Curti et al. (2014) relataram
que MACS quando utilizada junto ao gradiente de densidade reduz de 30 a 60% o nimero de
células com defeitos de cabeca e cauda.

A MACS se mostrou, neste estudo, muito efetiva na selecdao de espermatozoides funcionais
de alta qualidade de bovinos como verificado também por Faezah et al. (2012) e Assumpcao et
al. (2021b), com aumento da motilidade e reducdo das anormalidades, como obtido no sémen
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 espermaticas
obtidas nas cinco amostras do sémen analisadas. Todas as varidveis foram significativas nas

analises de variancia com p<0,05.
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Tabela 1 — Média de motilidade total e progressiva do sémen observadas nas amostras de sémen
fresco, DGC, NAP, APT e NAP-DGC em touros da raca Nelore (valores em porcentagem, média +

EPM).

fresco DGC NAP APT NAP-DGC

Motilidade total 75,75£3,82*  72,6615,397  52,18+3,32°  17,80%4,66° 8,11+5,06°
Motilidade progressiva  58,22+3,30° 68,31+3,94°  38,33+2,83¢ 12,10+2,76¢ 11,37+3,94¢

* NAP - ndo apoptdtica, APT - apoptdtica e DGC - Centrifugagdo em gradiente de densidade. Letras Diferentes nas
linhas indicam diferenca significativa (p<0,05).

Tabela 2 — Média de anormalidades morfoldgicas dos espermatozoides observadas nas amostras
de sémen fresco, DGC, NAP, APT e NAP-DGC em touros da raca Nelore (valores em porcentagem,

média £ EPM).

Anormalidade fresco DGC NAP APT NAP-DGC
Abaxial/ retroaxial 0,50+0,17°2 0,18+0,1020 0,25+0,122b 0,26x0,102b 0,08+0,08>
Acrossoma 3,22+0,782b 2,40+0,512b 0,80+0,21P 4,31+0,792 0,75+0,35P
Cabeca isolada normal 5,90+1,192 2,81+0,52b 0,95+0,25P 2,26+0,56 1,00+0,30P
Cauda dobrada 5,86+1,512 3,04+0,57°2 4,400,772 4,68+0,942 1,66+0,43b
Cauda Enrolada 1,09+0,322b 0,22+0,14b 1,50+0,412 0,36+0,17° 0,58+0,253b
Cauda fort. Dobrada/ enrolada 4,40+0,86° 0,77+0,25P 1,45+0,38b 4,10+0,90°2 0,91+0,37°
Contorno anormal 2,45+0,56 2,31+0,31° 1,30£0,29 5,42+0,762 1,50+0,39b
Defeito de peca intermediaria 0,18+0,10° 0,04+0,042 0,150,082 0,100,072 0,02
Delgado 0,90+0,352 0,5910,262 0,20+0,152 0,730,252 0,08+0,082
Delgado na base 0,77+0,27°2 0,54+0,212>  0,05+0,05P 0,31+0,212b 0,0°
Gota citoplasmatica distal 0,77+0,30? 1,54+0,732 0,750,262 1,26+0,682 0,16+0,162
Gota citoplasmatica proximal 6,86+1,762 5,27+1,20° 4,40+1,022 4,36+1,032 3,00+1,022
Piriforme 0,13+0,092 0,18+0,08? 0,02 0,15+0,08? 0,02
Pouch formation 2,63+0,882 1,27+0,66° 1,25+0,352 1,89+0,60? 0,6610,352
Defeitos maiores 19,36+2,20° 13,36+1,53>  9,65+0,97bc 21,10+1,82° 6,66+1,11¢
Defeitos menores 15,2242,432 8,13+0,90b¢ 7,65+0,84bc 9,57+1,21° 3,83+0,71¢
Defeitos totais 35,04+2,29°  21,50+1,47° 17,30+1,10°  30,68%1,942 10,5041,46¢

NAP - ndo apoptdtica, APT - apoptotica e DGC - Centrifugacdo em gradiente de densidade. Letras Diferentes nas linhas
indicam diferenga significativa (p<0,05).
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Figura 16 - Defeitos morfolégicos maiores, menores e totais verificadas nos espermatozoides
nas amostras de sémen fresco, DGC, NAP, APT, NAP-DGC em touros da raca Nelore. Letras

diferentes indicam diferenga significativa, p< 0,05 (média £ EPM).

Na analise das Tabelas 1 e 2 e Figura 16 notamos que a separagdo por DGC aumentou a
motilidade progressiva dos espermatozoides em torno de 15 % em relagdo ao sémen fresco
porém sem diferenca significativa entre elas, pois esta técnica retira do meio as células com
problemas de movimenta¢do, como foi verificado também por Oliveira et al. (2011) que
afirmaram que as melhores células em termos de movimento flagelar sdo 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 ndo se movimentam. J& a NAP-DGC
apresentou baixa motilidade progressiva talvez devido ao nimero de procedimentos a que a
célula foi submetida e o tempo grande dispendido nas andlises, como mostra a pesquisa de
Assumpcdo et al. (2021b). Rawe et al. (2009) e Berteli et al. (2017) afirmaram que a reducdo de
motilidade apds MACS é devido as forcas mecanicas 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 ndo mostrou diferenca entre o fresco e o DGC, mas sim com as outras
amostras.

Em termos de anormalidades espermaticas notamos que tanto o DGC como o MACS
reduziram sua quantidade, sendo que a conjunc¢do das duas analises (NAP-DGC) traduziu uma
reducdo drastica, 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 variaveis 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 separagdo celular, onde observamos que
caracteristicas como o aumento da motilidade progressiva e redugdo de anormalidades dos
espermatozoides ocorrem apds selecdo pelo MACS, o que foi demostrado, como neste estudo,
em bovinos por Faezah et al. (2012), Odhiambo et al. (2014) e Assumpcao et al. (2021b) e no
sémen 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 apés a DGC em relagdo ao fresco. A DGC também contribuiu para reducdo
dos outros defeitos das células espermaticas, mas de forma mais sutil. Em rela¢do aos defeitos
de cabeca, a MACS atuou de forma eficiente na reducdo destes defeitos, com quedas nos
defeitos individuais na NAP em relacdo ao sémen fresco. Os defeitos de cabeca como lesdes do
acrossoma, contorno anormal e delgado na base também mostraram diferencas entre as
amostras, o que ndo ocorreu para delgado e piriforme.

Em outros defeitos como cabega isolada normal, a DGC reduziu em 50% sua quantidade,
enquanto na NAP a redugdo foi de 84%, mostrando diferenga significativa entre fresco e as
demais amostras. Ja para defeitos de peca intermediaria, a DGC mostrou-se eficiente reduzindo
em 78%, mas a NAP praticamente ndo teve variacdo e também ndo houve diferenga entre as
amostras. Analisando as gotas citoplasmaticas proximais e distais notamos que as técnicas de
DGC e MACS nao tiveram boa eficiéncia na reducdo destes tipos de anormalidades. Aziz et al.
(2007) e Dirican et al. (2008) verificaram similar padrdao da morfologia espermatica entre as
fracGes de gradiente de densidade com a ndo apoptdtica que apresentou baixa quantidade de
cabecas anormais, gotas citoplasmaticas, defeitos de acrossoma e de peca intermedidria, porém
significativamente diferente com a fracdo apoptdtica, como nesta pesquisa.

A Figura 17 traz os valores médios encontrados de integridade de membrana e potencial
mitocondrial das células espermaticas e o nimero de células com membrana integra (“vivos”)
obtidas no teste supravital verificadas nas cinco amostras de sémen analisadas.

Na Figura 18 temos a andlise da integridade de membrana pela citometria de fluxo.

A Figura 19 mostra a integridade de membrana espermatica avaliada pelo teste supravital no

esfregaco corado com eosina-nigrosina.
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Figura 17 — Total de membranas integras (“vivos”), integridade de membrana (sondas
fluorescentes) e potencial mitocondrial das células espermaticas nas amostras de sémen fresco,
DGC, NAP, APT, NAP-DGC em touros da raga Nelore. Letras diferentes indicam diferenca
significativa, p< 0,05 (média + EPM).
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Figura 18 — Analise da integridade de membrana pela citometria de fluxo em espermatozoides
bovinos frescos. Q1: espermatozoides com membrana lesada; Q2: espermatozoides

moribundos (lentos); Q3: ndo representa nada; Q4: espermatozoides com membrana integra.
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Figura 19 — Fotomicrografia de espermatozoides bovinos corados com corante eosina-nigrosina
(teste supravital). Célula corada estd com membrana lesada e ndo corada estda com membrana

integra. Ampliagdo de 1000 X.

Analisando a Figura 17 notamos que o numero de células com membrana integra foi
semelhante nas amostras com exce¢ao da APT onde teve uma queda para 50%, reafirmando
assim que tanto as técnicas de DGC quanto MACS sao eficientes em retirar células com lesdo de
membrana da amostra de sémen, como observado por Assumpgao et al. (2021b). Apesar de ndo
significativa a diferenca, a NAP apresentou uma elevagdo de 4% no numero de células vivas em
relagcdo ao sémen fresco. Grunewald et al. (2006) e Faezah et al. (2012) observaram que MACS
separa as subpopulagdes com membrana integra resultando maior nimero de células vivas, o
que foi detectado no teste supravital.

Em relacdo a integridade de membrana avaliada pela sonda fluorescente, ndo houve
diferencga entre o fresco e DGC, mas sim destas com as outras amostras, porém a NAP teve uma
grande diferenca da APT (56,6% e 34,0%, respectivamente) mostrando mais uma vez a eficiéncia
da MACS em retirar células com lesdo de membrana que possivelmente ja estdo 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 analises
que pode ter provocado lesdo em sua membrana. Aziz et al. (2007), Rawe et al. (2009), Faezah
et al. (2012) mostraram que MACS separa células com membrana integra e também reduz o
estresse oxidativo das amostras, resultando em menor nimero de células apoptéticas. Manuel
et al. (2017) verificaram que a MACS é capaz de reduzir de 60 a 70% as células apoptdticas da
amostra.

Também verificando a Figura 17, podemos notar que o potencial mitocondrial foi semelhante
nas amostras, com excec¢do da APT onde teve uma queda de quase 20%. Kasai et al. (2002) e

Zorn et al. (2012) mostraram que a capacidade de fertilizagdo dos espermatozoides estd ligada
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a sua motilidade e é dependente da funcdo mitocondrial, mostrando que a avaliacdo do
potencial de membrana mitocondrial serve como parametro para inferir a fertilidade das

células, pois quando este esta alto temos uma boa qualidade espermatica.

5.2. Cervideos

A motilidade média observada no sémen 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 sdo 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 espermaticas obtidas nas quatro
amostras do sémen analisadas foram: fresco 75 + 4,28%, DGC 71,66 + 7,49%, NAP 18,33 + 3,07%
e APT 16,66 * 2,1%. Ndo houve diferenga significativa entre fresco e DGC e entre NAP e APT. A
motilidade progressiva dos espermatozoides foi semelhante entre sémen fresco e a DGC, mas
foi extremamente baixa na NAP e APT talvez devido a maior sensibilidade da célula espermatica
na espécie, ao numero de procedimentos a que a célula foi submetida e o tempo grande
dispendido nas analises, o que foi observado por Assumpgao et al. (2021). Rawe et al. (2009) e
Berteli et al. (2017) afirmaram que a reduc¢do na motilidade apds separacdo magnética é devido
as forgas mecanicas 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 espermaticas obtidas nas amostras do sémen analisadas.
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Figura 20 - Anormalidades morfologicas maiores, menores e totais verificadas dos
espermatozoides nas amostras de sémen fresco, DGC, NAP e APT em cervideos do género

Mazama. Letras diferentes indicam diferenca significativa, p< 0,05 (média £ EPM).
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O total médio de anormalidades verificadas no sémen 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
espermaticas no sémen fresco mostra que a qualidade de sémen é ruim nas espécies de
cervideos, sendo muito varidvel 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), Assumpgdo e Santos (2017) e
Assumpcado et al. (2019) observaram um total de anormalidades espermaticas muito préximos
ao encontrado neste estudo.

O total de anormalidades (Figura 20) no sémen fresco foi alto, mas semelhante ao obtido na
APT, sendo que DGC e a NAP apresentaram queda expressiva nestas quantidades. Em cervideos,
a elevada porcentagem de anormalidades morfolégicas pode ser considerada de origem
genética, resultado de alteracbes ambientais ou estresse constante. Em animais de cativeiro,
como os animais desta pesquisa, a causa mais provavel seria o estresse causado pela reducdo
de liberdade, aprisionamento e imposi¢do da convivéncia constante com outros individuos, ja
que os cervideos 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
reducdo de anormalidades espermaticas, retirando principalmente defeitos de cauda e cabeca,
o que afirma Assumpcdo et al. (2021). Como nesta pesquisa, Bucar et al. (2015) e Berteli et al.
(2017) também mostraram a eficiéncia do MACS na selegdo de espermatozoides funcionais no
sémen humano com bons resultados nas taxas de fertilizagao.

A SEAM se mostrou, neste estudo, muito efetiva na selecdo de espermatozoides funcionais
de alta qualidade de cervideos, como verificado também por Faezah et al. (2012) e Assumpcao
et al. (2021b) em bovinos e por Aziz et al. (2007), Gil et al. (2013) e Berteli et al. (2017) no sémen
humano.

A Tabela 3 mostra os valores médios das anormalidades individuais das células espermaticas
obtidas nas quatro amostras de sémen analisadas. Todas as variaveis foram significativas nas

analises de variancia com p<0,05.
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Tabela 3 - Média de anormalidades dos espermatozoides observadas nas amostras de sémen
fresco, DGC, NAP e APT em trés espécies de cervideos do género Mazama (valores em

porcentagem, média + EPM).

fresco DGC NAP APT
Abaxial/ retroaxial 0,67+0,332 0,17+0,752 0,002 1,1740,802
Acrossoma 0,170,172 0,002 0,002 2,33%1,36°
Cabega isolada normal 2,33+1,032 2,33+1,062 1,330,812 0,67+0,33°
Cabeca isolada patoldgica 7,67+4,932 2,80+2,14b 0,83+0,84b 0,83+0,84°
Cauda dobrada 6,00+1,442 2,00+1,10b 1,83+0,48°b 5,00+0,822
Cauda Enrolada 6,17+2,622 0,00b 1,17+0,17°b 2,83+0,952b
Cauda fort. dobrada enrolada 6,83+2,012 1,33+0,42"b 2,67+0,502b 4,00+1,512
Contorno anormal 3,00+2,972b 2,33+0,33° 1,50+0,722 6,83+2,40°
Defeito de pega intermedidria 0,83+0,662 0,334£0,21°2 0,67+0,502 1,0040,69°2
Delgado 0,002 0,002 0,83+0,66° 1,17+0,54°2
Delgado na base 1,671,672 1,3340,992 0,33+0,33° 2,33+1,572
Gota citoplasmatica distal 1,50+1,322 0,500,502 0,50+0,50° 1,33%1,342
Gota citoplasmatica proximal 3,33+3,35° 1,17+0,982 1,330,812 3,67+2,91°
Pouch formation 0,002 0,002 0,170,172 0,67+0,672

NAP - ndo apoptotica, APT - apoptdtica e DGC - Centrifugagdo em gradiente de densidade. Letras diferentes entre

colunas indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Foi utilizada como referéncia para classificacdo das anormalidades espermaticas dos
cervideos a classificacdo ja existente para mamiferos domésticos (CBRA, 2013), pois ainda nao
ha classificacdo de anormalidades proposta para esta espécie. Neste estudo, foram observados
14 tipos de anormalidades espermaticas, sendo 4,84% de cabega, 10% de cabecas isoladas
(normal e patoldgica) e 25,86% de cauda e pega intermediaria, semelhante ao relatado por
Assumpcdo et al. (2021). Como neste estudo, Abreu et al. (2009) encontraram em Mazama nana
também maior incidéncia de defeitos de cauda (25,95 + 6,54) que de cabeca (13,80 + 6,10), o
mesmo observado por Assumpcao et al. (2019) em M. gouazoubira com 4% de anormalidades
de cabegca e 32% de cauda. Peroni et al. (2012) encontraram tipos de anormalidades
semelhantes a deste estudo em M. nemorivaga e M. gouazoubira.

Analisando os defeitos individuais podemos observar que defeitos de cauda (Tabela 3)
tiveram grande queda apés a DGC em relagdo ao fresco. A DGC também contribuiu para reducdo
dos outros defeitos das células espermaticas, mas de forma mais sutil. A SEAM atuou de forma
eficiente na reducdo dos defeitos de cabega como contorno anormal e delgado na base. Em

outros defeitos como cabecas isoladas, tanto a DGC quanto a SEAM reduziram suas quantidades,
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mostrando diferenca significativa no caso das cabecas isoladas patoldgicas. Analisando as gotas
citoplasmaticas proximais e distais notamos que as técnicas de DGC e SEAM ndo tiveram boa
eficiéncia na reducdo destes tipos de anormalidades.

Vale notar a SEAM também atuou na reducdo de defeitos ligados a cauda do espermatozoide
como cauda dobrada, cauda enrolada e cauda fortemente dobrada e enrolada, onde a NAP
apresentou diferenca com as outras amostras. Arrighi et al. (2009) observaram que a FS esta
presente em 61,4 % das membranas dos espermatozoides em todas as regides (cabeca, peca
intermediaria e cauda), explicando assim a ligagdo da ANX/nanoparticulas na regido da cauda,
retirando estes defeitos durante a SEAM.

Resultados semelhantes aos deste estudo na morfologia espermatica foram verificadas por
Aziz et al. (2007) e Dirican et al. (2008), com padrdo semelhante da morfologia entre as fracGes
de gradiente de densidade e NAP que apresentaram baixa quantidade de cabecas anormais,
gotas citoplasmaticas, defeitos de acrossoma e de peca intermedidria, porém significativamente
diferente com a fracdo apoptodtica (APT).

A Figura 21 traz os valores médios encontrados no nimero de células com membrana integra
obtidas no teste supravital verificadas nas quatro amostras de sémen analisadas. Ndo foi

observada diferenga entre as amostras fresco, DGC e NAP, mas sim destas com a APT.
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Figura 21 — Total de células espermaticas com membranas integras (“vivos”) pelo teste
supravital nas amostras de sémen fresco, DGC, NAP e APT em trés espécies de cervideos do

género Mazama. Letras diferentes indicam diferenca significativa, p< 0,05 (média + EPM).

Analisando a Figura 21 notamos que o nimero de células com membrana integra (“vivos”
foi semelhante nas amostras com exce¢do da APT onde teve uma queda para 67% em rela¢do a

NAP, reafirmando assim que tanto as técnicas de DGC quanto SEAM s3o eficientes em retirar
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células com membrana lesada da amostra de sémen. Apesar de ndo significativa a diferenca, a
NAP apresentou uma elevagdo de 10,5 % no nimero de células com membrana integra em
relacdo a DGC. Faezah et al. (2012) observaram no teste supravital que MACS separa as
subpopulagdes com membrana integra resultando em maior nimero de células vivas. Aziz et al.
(2007) e Rawe et al. (2009) analisando a integridade de membrana mostraram que MACS separa
células com membrana integra e também reduz o estresse oxidativo das amostras e Manuel et

al. (2017) afirmaram que esta técnica reduz em 60 a 70% o niumero de células apoptoticas.

5.3. Equinos

A motilidade média observada no sémen fresco dos animais foi de 48,5 + 27,1%. As
motilidades observadas nesta pesquisa foram baixas na maioria dos animais, porém ndo 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 interpretacdo de motilidade progressiva deve ser cautelosa e
feita em conjunto com outros achados clinicos, pois segundo Varner (2008) e Love (2016) as
condicdes de laboratdrio, tipo de equipamento e experiéncia do avaliador podem alterar a
motilidade intrinseca do espermatozoide do garanhdo. Um garanhdo pode exibir motilidade
espermatica “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 espermaticas foi observada apenas no sémen 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 pdés DGC de 50%, esta redugdo corrobora com o
afirmado por Alvarenga et al. (2012) e Pessoa et al. (2020) sobre a reducdo de motilidade pds
centrifugacdo, pois é importante a associacdo entre a forca centrifuga e a sua duragdo que estado
diretamente ligadas a danos causados as células espermdticas 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 garanhdes apds DGC quando utilizaram
apenas uma camada de Percoll, e afirmam que a altura e densidade da coluna oferecem um
desafio extra para a migracdo 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 numero de procedimentos a que a célula foi

submetida, o tempo grande dispendido nas andlises, as forcas mecanicas 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 espermatica, devido suas proporcdes relativas de lipidios de alta
densidade na membrana celular ja é conhecida em equinos (Garcia et al., 2011; Gautier e Aurich,
2021), assim como nos suinos. Pesquisas de Mrkun et al. (2014) e Deori et al. (2022) em varrdes
mostraram que a motilidade progressiva diminuiu apds a separagdo por MACS, mostrando
valores muito baixos ou zerados nas fragdes pos filtracdo e afirmam que a técnica MACS exige
mais refinamento antes que possa ser Util para processamento de espermatozoides de suinos,
o que acreditamos ser semelhante para equinos.

A Figura 22 mostra os valores médios das anormalidades maiores, menores e totais das

células espermaticas obtidas nas amostras de sémen analisadas.
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Figura 22 - Anormalidades morfologicas maiores, menores e totais verificadas dos
espermatozoides nas amostras de sémen fresco, DGC, NAP e APT em equinos. Letras diferentes

indicam diferenca significativa, p< 0,05 (média = EPM).

A média de anormalidades totais verificadas no sémen 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 espermaticas no sémen fresco mostra que a qualidade de sémen é ruim nos
equinos, sendo muito varidvel entre os animais. Esta pesquisa esta dentro do obtido nos
garanhdes, como afirmado na literatura, os quais relatam a taxa de normalidade espermatica
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 sémen 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 fracdo APT podem ser devido aos marcadores
apoptéticos positivos especificos dos espermatozoides nos equinos que traduzem alteracdes de
membrana de 4,8 a 19,2%, dependente do garanhdo (Ortega-Ferrusola et al., 2009).

Em equinos, a DGC mostrou neste estudo uma redugdo na porcentagem de anormalidades
morfoldgicas, 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 subpopulacbes de células com altera¢des apoptdticas e imaturas do
ejaculado. Quando comparamos as técnicas de DGC e SEAM verificamos que ambas foram
eficientes na reducdo de anormalidades espermaticas, retirando principalmente defeitos de
cauda e cabeca, respectivamente. Como nesta pesquisa, Bucar et al. (2015) e Berteli et al. (2017)
também mostraram a eficiéncia do MACS na selecdo de espermatozoides funcionais no sémen
humano com bons resultados nas taxas de fertilizacao.

A SEAM se mostrou, neste estudo, efetiva na selecdo de espermatozoides funcionais de
equinos, porém ndo tdo efetiva como verificado por Odhiambo et al. (2014) e Assumpcgao et al.
(2020) em bovinos e por Aziz et al. (2007), Gil et al. (2013), e Berteli et al. (2017) no sémen
humano. J4 nos suinos, Deori et al. (2022) obtiveram um enriquecimento da qualidade do sémen
utilizando a MACS, porém Mrkun et al. (2014) observaram uma queda na quantidade de células
normais com redugdo de 67,2 + 17,0% (fresco) para 31,8 £ 12,6% (ndo apoptdtica) e 5,9 + 7,3%
(apoptodtica), indicando que as alteragBes morfoldgicas dos espermatozoides podem ter
ocorrido durante o MACS, sendo que a razdo disto pode ser que a membrana do espermatozoide
do suino é mais suscetivel do que o espermatozoide de outras espécies, ao procedimento MACS.
Acreditamos que o sémen equino possa se comportar semelhante ao suino devido sua
sensibilidade, necessitando mais estudos para adaptacdo da técnica para esta espécie.

A Tabela 4 mostra os valores médios das anormalidades individuais das células espermaticas

obtidas nas quatro amostras de sémen analisadas.
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Tabela 4 — Média de anormalidades dos espermatozoides observadas nas amostras de sémen

fresco, DGC, NAP e APT em equinos (valores em porcentagem, média + EPM).

fresco DGC NAP APT
Acrossoma 3,00+0,442 0,60+0,40° 0,00b 3,30+0,732
Cabega isolada normal 3,80+1,66° 1,500,682 3,70+1,41° 1,00+0,392
Cauda dobrada 7,80+0,9820 2,4040,71¢ 3,8010,72% 9,1041,62°
Cauda enrolada 7,20+1,512b 2,20+0,72b 4,50+0,882b 9,00+2,112
Cauda fort. dobrada enrolada 4,40+0,802 0,60+0,33b 3,80+0,74° 3,700,612
Contorno anormal 4,30+1,222 1,2040,53b 0,0 4,50+1,042
Defeito de pega intermedidria 6,60+1,062P 3,40+0,712 4,3040,662 8,30+1,50P
Delgado na base 0,70+0,592 0,002 0,002 0,50+0,30°
Gota citoplasmatica proximal 4,00+0,972 2,80+0,702 3,10+0,70° 3,6+1,322
Teratoldgico 1,40+0,962 0,900,692 1,10+0,452 1,50+0,89°2

NAP - ndo apoptotica, APT - apoptdtica e DGC - Centrifugacdo em gradiente de densidade. Letras diferentes entre

colunas indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Neste estudo, foram observados 10 tipos de anormalidades espermaticas, sendo 9,4% de
cabega e 33,8% de cauda e pega intermedidria, achados semelhantes aos de Fernandes e
Pimentel (2002) e Love (2016), sendo que os defeitos de maior incidéncia foram defeitos de peca
intermediaria, cauda enrolada e cauda dobrada. Analisando os defeitos individuais podemos
observar que defeitos de cauda (Tabela 4) tiveram grande queda apds a DGC em relacdo ao
fresco. A DGC também contribuiu para reducdo dos outros defeitos das células espermaticas,
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 sémen do garanhdo.

A SEAM atuou de forma eficiente na reducdo dos defeitos de cabe¢a como acrossoma e
contorno anormal. Em outros defeitos como cabecas isoladas, a DGC foi mais efetiva que a NAP
na reducao de suas quantidades, mostrando diferenca significativa no caso das cabecas isoladas
normais. Analisando as gotas citoplasmaticas proximais notamos que as técnicas de DGC e SEAM
nao tiveram boa eficiéncia na reducdo destes tipos de anormalidades.

Vale notar a SEAM também atuou na reducdo de defeitos ligados a cauda do espermatozoide
como cauda dobrada e cauda enrolada. Arrighi et al. (2009) observaram que a FS esta presente
nas membranas dos espermatozoides em todas as regides, explicando assim também ligacdo da

ANX/nanoparticulas na regido da cauda, retirando estes defeitos durante a SEAM. Resultados
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semelhantes aos deste estudo na morfologia espermatica foram verificadas por Aziz et al.
(2007), Dirican et al. (2008) e Assumpcao et al. (2021b), com padrdao semelhante da morfologia
entre as fragcdes de DGC e NAP que apresentaram baixa quantidade de cabecas anormais, gotas
citoplasmaticas, defeitos de acrossoma e de peca intermedidria, porém significativamente
diferente com a fracdo apoptdtica (APT).

A Figura 23 traz os valores médios encontrados no numero de células com membrana integra
obtidas no teste supravital (eosina-nigrosina) verificadas nas quatro amostras de sémen

analisadas. Nao foi observada diferenca entre as amostras DGC e NAP, mas sim destas com

fresco e APT.
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Figura 23 — Total de células espermaticas com membrana integra (“vivos’) nas amostras de
sémen fresco, DGC, NAP e APT em equinos. Letras diferentes indicam diferenca significativa, p<

0,05 (média + EPM).

A técnica de coloracdo com eosina-nigrosina tem sido utilizada por varios 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 nimero de células com membrana integra
foi semelhante nas amostras DGC e NAP, com aumento em relacdo ao fresco e uma redugéo na
APT com uma queda de mais de 50% em relacdo a NAP, reafirmando assim que tanto as técnicas
de DGC quanto SEAM sdo eficientes em retirar células com membrana lesada da amostra de
sémen. Faezah et al. (2012) observaram no teste supravital que MACS separa as subpopula¢des
com membrana integra resultando maior nimero de células vivas, o mesmo observado por
Assumpcdo et al. (2021b). Rawe et al. (2009) e Berteli et al. (2017) afirmaram que apesar da
reducdo de motilidade espermatica observada apds MACS a quantidade de células vivas

recuperada apds os procedimentos é elevada.
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5.4. Gatos

A coleta de sémen por cateterismo uretral neste estudo se mostrou eficiente na obtencado de
amostras de sémen em gatos apds o uso de agonistas a2-adrenérgicos, neste caso sendo
utilizado a dexmedetomidina. E uma técnica rapida e de alta aplicabilidade em programas de
reproducdo assistida em felinos, que segundo Madrigal-Valverde et al. (2021) o uso da
dexmedetomidina é uma alternativa mais vidvel e econ6mica a medetomidina em gatos
domésticos, pois apenas um quarto da dose desta é suficiente para uma boa Coleta por
cateterizagdo uretral, reduzindo assim o custo do procedimento. Comparando a eficiéncia de
outros farmacos, medetomidina e detomidina, Silva et al. (2021) verificaram em gatos
domésticos que a melhor qualidade na Coleta e do ejaculado foi com o primeiro farmaco, e
afirmam o uso da detomidina traduz amostras azoospermicas, relaxamento uretral deficiente,
volume insuficiente ou contaminagdo de urina. A técnica de cateterizacdo uretral com uso de
agonistas a2-adrenérgicos esta 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 31,5t12,6 %, valores estes préximos 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). J4 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 farmaco utilizado
ou as caracteristicas dos animais utilizados no estudo.

As analises de sémen dos gatos foram complicadas pelo pequeno volume dos ejaculados
obtidos, o que comprometeu a realizacdo de algumas analises por falta de material suficiente.
O teste de DGC foi possivel em apenas 50% dos animais, assim como analise de motilidade pds
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. Ha poucos relatos do uso desta técnica em gatos
domésticos, mas Howard et al. (1990 e 1993) relataram eleva¢do de 50% na motilidade apds o
swim-up principalmente nos gatos teratospérmicos, enquanto Filliers et al. (2008) obtiveram
80,8 % de motilidade total e 69,9% de progressiva apds o DGC, muito superior ao obtido nesta
pesquisa.

A resposta foi fraca na motilidade pés SEAM, sendo NAP dos 3 animais com média de 30%

de motilidade e a APT 0%, nao encontramos explicagdo na literatura para este resultado mas
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acreditamos que numero de procedimentos a que a célula foi submetida e o tempo grande gasto
nas analises pode ter contribuido para este resultado, pois segundo Rawe et al. (2009) a reducdo
da motilidade apds MACS é devido as forcas mecanicas 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 espermaticas obtidas nas quatro amostras do sémen analisadas.

Todas as varidveis foram significativas nas andlises de variancia com p<0,05.

Tabela 5 — Média de anormalidades individuais dos espermatozoides observadas nas amostras
de sémen fresco, DGC, NAP e APT em gatos domésticos (valores em porcentagem, média +

EPM).

fresco DGC NAP APT
Acrossoma 3,00+0,712 0,80+0,372b 0,30+0,21° 2,20 +0,462
Cabega isolada normal 1,00+0,332 3,00+1,582 0,60+0,302 2,00+0,68°
Cauda dobrada 8,401,382 1,20+0,73b 3,00+0,61° 4,90 0,76
Cauda Enrolada 7,10+1,192 2,80+1,242 5,70+1,482 5,10+1,312
Cauda fort. dobrada enrolada 14,60+3,402 2,20+1,112b 14,30+2,732 17,30%2,132
Contorno anormal 5,10+0,862 1,60+0,60P 1,00 +0,33b 5,700,612
Defeito de peca intermediaria 8,70+1,922 3,40+0,242 4,90+0,982 5,80+1,092

NAP - ndo apoptotica, APT - apoptdtica e DGC - Centrifugagdo em gradiente de densidade. Letras diferentes entre

colunas indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 24 - Anormalidades morfologicas maiores, menores e totais verificadas nos
espermatozoides nas amostras de sémen fresco, DGC, NAP e APT em gatos domésticos. Letras

diferentes indicam diferenga significativa, p< 0,05 (média £ EPM).
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A média de anormalidades totais verificadas no sémen 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 espermaticas no sémen fresco mostra que a qualidade de sémen é ruim nos
gatos, sendo muito varidvel entre os animais, porém segundo Howard et al. (1993) os animais
deste estudo estdo 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 estdo 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
espermaticas, prevalecendo os defeitos de cauda (fortemente dobrada e enrolada, dobrada e
enrolada) e também de peca intermediadria. A literatura relata resultados variados de
anormalidades individuais em gatos, mas semelhantes ao deste estudo, onde a maioria descreve
alta quantidade de defeitos de peca intermediaria 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 incidéncia de defeitos de cabeca, diferentemente do
encontrado neste estudo. As variagbes encontradas nos diversas estudos podem estar
relacionadas as técnicas de Coleta, pedigree dos animais, sazonalidade reprodutiva, abstinéncia
nas cépulas, nutricdo, fatores de saude (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 espermaticas notamos que tanto a DGC como a SEAM
reduziram sua quantidade (Tabela 5), onde observamos que o total de defeitos pds DGC reduziu
em torno de 70% as anormalidades em relagdo ao fresco. Howard et al. (1990, 1993) utilizando
swim-up também duplicou o nimero de células com morfologia normal, sendo a técnica muito
eficiente para amostras de animais teratospérmicos. Ja Filliers et al. (2008) obtiveram 89,3% de
células espermaticas normais apds o DGC e afirmam que a melhor qualidade celular apds o uso
desta técnica pode ser atribuida a eliminacdo de bactérias, espécies reativas de oxigénio
decorrentes de restos celulares e espermatozoides mortos. A SEAM é uma técnica excelente

para separacdo celular, o que foi demostrado, como neste estudo, em bovinos por Odhiambo
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et al. (2014) e Assumpgao et al. (2021b) e no sémen humano por Tavallee et al. (2012) e Berteli
et al. (2017).

Analisando os defeitos individuais podemos observar que defeitos de cauda e peca
intermediaria (Tabela 5) tiveram grande queda apds a DGC (12,6%) em relagdo ao fresco (39,8%).
Em relacdo aos defeitos de cabeca, a SEAM atuou de forma eficiente na reducdo destes defeitos,
com quedas significativas nos defeitos individuais na NAP em relacdo ao sémen fresco,
verificado nas lesdes do acrossoma e contorno anormal.

Em outros defeitos como cabeca isolada normal, a DGC aumentou sua quantidade, enquanto
na NAP a reducdo foi de 50%, mostrando diferenga entre fresco e as demais amostras. J4 para
defeitos de peca intermedidria, 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
padrdo da morfologia espermdtica entre as fracbes de DGC com as ndo apoptédticas que
apresentaram baixa quantidade de cabecgas anormais, defeitos de acrossoma e de peca
intermediaria, porém significativamente diferente com a fracdo apoptodtica (APT), como nesta
pesquisa.

A Figura 25 traz os valores médios de células com membrana integra (“vivos”) obtidas no
teste supravital verificadas nas quatro amostras de sémen analisadas. Houve uma pequena

diferenca significativa entre as amostras.
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Figura 25 — Total de células com membrana integra (“vivos”) nas amostras de sémen fresco,
DGC, NAP e APT em gatos domésticos. Letras diferentes indicam diferenca significativa, p< 0,05

(média £ EPM).

Analisando a Figura 25 notamos que o numero de células com membrana integra foi
semelhante nas amostras, com leve aumento nas amostras de DGC e NAP em relacdo ao fresco

e uma reducdo na APT com uma queda de 13% em relagdo a NAP, reafirmando assim que tanto
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as técnicas de DGC quanto SEAM sao eficientes em retirar células mortas da amostra de sémen.
A técnica de coloragdo com eosina-nigrosina tem sido utilizada por varios pesquisadores para
avaliar a integridade de membrana dos espermatozoides em gatos domésticos, que em sua
maioria apresentam elevado ndmero de células integras. 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 integra dos espermatozoides no

sémen fresco, valores estes proximos ao verificado neste estudo.

6 CONCLUSOES

. A selecdo espermatica por ativagcdo magnética foi efetiva na selecdo de espermatozoides
de alta qualidade, com reducgdo expressiva das anormalidades em bovinos, cervideos, equinos e
felinos domésticos.

. A subpopulacdo de espermatozoides ndo apoptéticos teve qualidade espermatica
morfologicamente superior e maior viabilidade celular sendo indicada para uso nos processos
de fertilizacdo in vivo ou in vitro.

. A avaliagdo da membrana plasmatica e do potencial de mitocéndrias mostrou que a
técnica de sele¢do espermatica por ativacdo magnética ndo interfere na estrutura celular,
mantendo sua integridade.

J As técnicas de centrifugacdao em gradiente de densidade e de sele¢do espermatica por
ativacdo magnética foram eficientes na reducdo de anormalidades espermaticas retirando
defeitos de cauda e de cabega dos espermatozoides.

. Este método nanotecnoldgico é eficiente na producdo de amostras de sémen de alta
qualidade para procedimentos de reproducao assistida.

J Serdo realizados estudos de fertilidade com as células selecionadas por ativagdo
magnética para comprovacdo de sua qualidade.

. Ainda sdo necessarios mais estudos para melhor entendimento das caracteristicas
particulares das células espermdticas de cada espécie, a fim de ajustes na técnica para maior

eficiéncia.
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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.
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Accepted June 6, 2021 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
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Teresinha Inés de Assumpgao guarantee the presence of pathologies in the ejaculate, animals previously declassified
E-mail: teassumpcao@ufu.br 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 x 10° cells were used in a gradient of 90% and 45% percoll. MACS
used 10 x 10° cells with 20 uL 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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INTRODUCTION inated in 2020, representing 19.4% of the national female
herd (ASBIA, 2021). Despite this high number of insemi-

Millions of bovine females are inseminated annually nations, the probability of conception is around 50%, due
around the world, with 80,938,152 females in Brazil insem- low seminal quality and injuries caused by cryopreserva-
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tion, which both affect fertilization and/or embryonic de-
velopment (S4 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 (N6thling 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

92

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 percoll™ stock solu-
tion (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) was prepared, com-
posed of 90% percoll (pH 7.4; 280-290 mOsm/kg H,0), in
Eagle’s medium modified by Dubelcco concentrate 10 X
(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 uL of TALP-SPERM with 200 uL of the
90% percoll solution in a 1.5 mL microtube, thus, forming
the 45% percoll layer. Below this, 400 uL 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 x G for 5 min at room temperature.
The sediment containing the sperm was diluted in 150 pL
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 X G for 10 min, to wash the sperm. The pellet
formed was resuspended in 150 pL HEPES, and 20 uL of

MACS (1)
DGC (2)
CASA
Morphology
Citometry
Supravital

FRESH semen

MAC (non apoptotic)

(1) MACS

MACPOOR (apoptotic)y — Morphology, citometry, CASA, supravital

(2) DGC { Morphology, citometry, CASA, supravital

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 uL 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 pL
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 pL semen with 2 uL propidium
iodide (28707-5, St Louis, MO, USA) and 1 puL 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 uL of HEPES with 6 uL 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 pL) 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-

— Morphology, citometry, CASA, supravital, DGC

Morphology, citometry, CASA, supravital

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 x 10° to 2325 x 10°
sperm/mL (mean of 828 x 10° 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

901 Bl Total motility
80 - Il Progressive motility

70 1
60 -
50
40 -
30
20
10

Motility (%)

FRESH DGC MAC
Sample analysed

MACPOOR MACDGC

Fig. 2. Total and progressive motility observed in sperm from FRESH,
DGC, MAC, MACPOOR, and MACDGC semen samples in Nelore
bulls (different letters indicate significant differences, p < 0.5).
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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,

39 - I Major defects
Il Minor defects
36 [ Total defects

Cells (%)

3 n c
0 . T T T T =
FRESH DGC MAC  MACPOOR MACDGC
Sample analysed

Fig. 3. Major, minor, and total morphological defects seen in sperm
from FRESH, DGC, MAC, MACPOOR, and MACDGC semen samples
in Nelore bulls (different letters indicate significant differences, p <
0.5).
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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+0.2° 0.0£0.1°° 02+£0.1%° 03£0.1%° 0.1£0.1°
Free normal heads 5.9+1.2° 28105 09£02° 23%06° 1003
Folded tail 59115 30206 44+08 47+09 1.7+04
Curled tail 1.1+£0.3% 02+0.1° 15+04° 04+02° 0.6+0.2*°
Strongly folded and curled tail 44+09° 08+0.2° 14+0.4° 41+09° 0.9+04°
Defects of midpiece 0.2£01 0.1+£0.1 0.2+0.1 0.1£0.1 0.0
Distal cytoplasmic droplet 08£0.3 15+0.7 0703 13107 0.2+0.1
Proximal cytoplasmic droplet 69+18 53+1.2 4410 4410 30210
Head defects
Acrosome 3.2+0.8% 24105 08+£02° 43+08° 07203
Abnormal contour 24+06 2320.3° 1303 54+0.8 15+04°
Narrow 09+04 06+03 0.2+0.1 0.7+02 0.1+£0.1
Narrow at base 0.8+0.3° 05+02% 0.0° 03£0.2%° 0.0°
Pyriform 0.1£0.1 02201 0.0 02101 0.0
Pouch formation 2.6+0.1 13207 13203 19106 07+03

*Different letters on the lines indicate significant difference (p < 0.05) by Tukey test.

[ Lives
100 - Il Membrane integrity
Il Mitochondrial potential
90 A

80
70
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FRESH DGC MAC  MACPOOR MACDGC

Sample analysed

Cells (%)

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).

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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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
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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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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article histoyy Cervids show a high degree of abnormalities in their sperm cells. Thus, this
Received: 18 April 2021 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
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Published Online: 11 May 2021 was collected by electroejaculation after chemical restraint. The semen was

analyzed in four samples: Fresh, DGC, SEMgood - non-apoptotic fraction,
Keywords: and SEMpoor - apoptotic fraction. The material was analyzed for motility
Reproduction and vigor (light microscopy), concentration (Neubauer chamber), semen

morphology (phase contrast), and supravital staining test (eosin/ nigrosine).
Andrology The DGC method used 20 x 106 cells in 90% and 45% percoll® gradient.
Fertility The MASS used 10 x 106 cells with 20 pl of iron nanoparticles attached to
Deer Annexin V and filtration in a magnetic separation column. Both processing
Ejaculate methods (DGC and MASS) were effective in producing high-quality sperm

samples, with a marked reduction in abnormalities from 41.83 + 10.25
Sperm cell (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.

1. Introduction transfer, in vitro fertilization, and semen and embryo cryo-

preservation, can contribute to this genetic diversity. How-

The preservation of a species depends on the mainte-  oyer the employment of these techniques is still limited in

nance of populations with good genetic variability, and  yjld species, mainly due to the lack of basic knowledge in
reproduction is essential in this process. Reproductive  reproductive biology .

biotechniques, such as artificial insemination, embryo 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
EX)

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 .

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
Assumpgio ) and Assumpgdo and Santos ! in Mazama
gouazoubira, which can be caused by natural selection
mechanisms ™ or by the loss of genetic variability due
to population decline *'. Something similar occurs with
animals in captivity, as demonstrated by Rola "”, 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 ""'*. 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'"*'*"”|. The presence of this apoptotic marker is direct-
ly correlated with in vivo and in vitro fertility problems .
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 !,

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,

32 Distributed under creative commons license 4.0

these sets will adhere to the column, while the non-apop-
totic cells will freely pass through it "*'**. Curti *" and
Berteli *? 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 Sdo Pau-
lo State University, Jaboticabal, SP (IBAMA Registration
n° 1/35/92/0882-5, SISBIO Registration n® 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, Jacarei,
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 ****,

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 **. 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 *.

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 H,0) 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 pl of TALP-SPERM
with 200 pl of the 90% percoll solution was used in a 1.5
mL microtube (45% percoll layer), depositing 400 pl of
90% percoll below this layer. Twenty million spermatozoa
were deposited over the column (Missio *”, with modifi-
cations), followed by centrifugation at 900 X G for 5 min-
utes, with the sperm pellet being diluted in 150 ul HEPES
for cell analysis ***7.

The protocol adapted from Rawe !
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 pl HEPES, and 20 ul 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

1 was used for

temperature of 37°C (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 pl 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 """ (69.6
+ 8.92%), in M. gouazoubira by Perroni *” (80%), and in
M. nana by Abreu "V (70 + 8.16% and vigor 3.0 + 0.67),
but higher than in Ozotocerus bezoarticus, which was 45-
70%".

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 + 4.28"° 71.66 + 7.49° 18.33+3.07 16.66 +2.1°
Vigor (1-5) 2.83+0.16" 2.5+0.22° 1.66 +0.21° 1+0°
Total defects 41.83 +10.25° 14.83 +3.17° 12+3.01° 33.83 + 8.49°
Major defects 20.83 + 6.63° 8.5+2.68" 8.5+2.83" 21.66 + 8.04°
Minor defects 21+5.1° 6.33 £ 1.14™ 3.5+0.84° 12.16 + 1.42°

* 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

132 stat-

the long time spent in the analyses. Said and Lang
ed that all advanced methods of sperm selection involve
elaborate and time-consuming manipulations and that the
prolonged exposure of spermatozoa to non-physiological

U1 and

conditions can induce iatrogenic damage. Rawe
Berteli ' 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 "' 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 """ 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 " 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 " (59.2%
abnormalities) and Assumpgio ' (74%), while Perroni
Assumpgio and Santos ', and Assumpgio ®* 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
Cabega isolada patologica 7.7+4.9* 2.8+2.1° 0.3+0.4° 0.8+0.8"
Folded tail 6.0+1.4" 2.0+1.1° 1.840.5° 5.040.8"
Curled tail 6.242.6" 0.0° 1.24£0.2° 2.840.9°
Strongly folded and curled tail 6.8+2.0° 1.3£0.2° 2.7£0.0® 4.0£1.5°
Abnormal contour 3.0£2.9" 2.3+0.3" 1.0£0.2° 6.8+2.4"
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 1.240.5
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 ¥, Poor semen quality is a natural characteristic for
wild populations that did not undergo artificial selection,
domestication, and breeding "'*.

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 * in bovines, and by Aziz
81 Gil B Odhiambo P, and Berteli ' 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 ™! 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 "' 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 Assumpcio “Y in M. gouazoubira, with 4% head
abnormalities and 32% tail abnormalities. Peroni ™' 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 "' 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-
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07 with a similar

gy were verified by Aziz "' and Dirican
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-
lIs 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
% "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
" and Rawe '"*, analyzing membrane integrity, showed
that magnetic-activated cell sorting separates cells with
an intact membrane and reduces the oxidative stress of
the samples. Manuel *” stated that this technique reduces
by 60 to 70% the number of apoptotic cells. Rawe "* and
Berteli *? 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.

Acknowledgement

To the Deer Research and Conservation Centre, De-
partment of Animal Science, Sdo Paulo State University,
Jaboticabal, SP, for the facilities and animals used in the
study. To Prof. Dr. Mauricio Foschini, from the Physics
Institute, Federal University of Uberlandia, Uberlandia,
MG, for the development of the sperm separation system
by magnetic activation.

DOI: https://doi.org/10.30564/jzr.v3i2.3106 35



Journal of Zoological Research | Volume 03 | Issue 02 | April 2021

References

[1] Howard JG. Assisted reproduction techniques in
carnivores [M]. In: Zoo and Wild Animal Medicine
IV, p. 449-457, Eds. ME Fowler and RE Miller. WB
Saunders Co, Philadelphia, 1999.

[2] Holt WV, Brown JL, Comizzoli P. Reproductive
science as an essential component of conservation bi-
ology [J]. Advanced Experimental Medical Biology;
2014; 753: 3-14. https://doi.org/10.1007/978-1-4939-
0820-2 1.

[3] Arruda RP, Celeghini ECC, Garcia AR, Leite TG,
Oliveira LZ, Lanconi R, Rodrigues MP. Morfologia
espermatica de touros: interpretagdo e impacto na
fertilidade [J]. Revista Brasileira de Reprodugido Ani-
mal; 2015; 39(1): 47-60. Available at www.cbra.org.
br. Accessed on 2 March 2021.

[4] Aitken RJ, Findlay JK, Hutt KJ, Kerr JB. Apoptosis
in the germ line [J]. Reproduction; 2011; 141:139-
150. https://doi.org/10.1530/REP-10-0232.

[5] TUCN. International Union for Conservation of Natu-
re’s Red List of Threatened Species [R]. 2018. Avai-
lable at https://www.iucnredlist.org/. Accessed on 25
February 2021.

[6] Assumpcdo TI, Santos ALQ, Macedo GG, Peixoto
LR, Zampini ACA. Coleta e avaliagdo morfoldgica
dos espermatozoides epididimarios de veado-catin-
gueiro Mazama gouazoubira Fischer, 1814 [C]. In:
Encontro Sobre Animais Selvagens, 8; Simpdsio
Sobre Medicina e Conservagao da Fauna do Cerrado,
3., 2016, Uberlandia. Anais...Uberlandia: Universi-
dade Federal de Uberlandia, p. 49-54. Available at
publicacoes.unifran.br/index.php/investigacao/issue/
download/153/8. Accessed on 21 February 2021.

[71 Assumpcdo TI, Santos ALQ. Cryopreservation of ge-
netic material collected post-mortem from male gray
brocket deer Mazama gouazoubira Fischer, 1814 [J].
International Journal of Current Science and Techno-
logy; 2017; 5(9): 510-512. Available at http://journa-
lijest.com/. Accessed on 23 February 2021.

[8] Duarte JMB, Gonzalez S, Maldonado JE. The surpri-
sing evolutionary history of South American deer [J].
Molecular Phylogenetics and Evolution; 2008; 49 (1)
17-22. https://doi.org/10.1016/j.ympev.2008.07.009.

[9] Wildt DE, Comizzoli P, Pukazhenthi BS, Songsasen
N. Lessons from biodiversity-the value of nontradi-
tional species to advance reproductive sciences, con-
servation, and human health [J]. Molecular Repro-
duction Development; 2010; 77(5): 397-409. https://
doi.org/10.1002/mrd.21137.

[10] Rola LD, Zanetti ES, Duarte JMB. Evaluation of se-
men characteristics of the species Mazama americana

36 Distributed under creative commons license 4.0

in captivity [J]. Animal Production Science; 2013; 53
(5):472-477. http://dx.doi.org/10.1071/AN12247.

[11] Abreu CO, Martinez AC, Moraes W, Juvenal JC,
Moreira N. Caracteristicas reprodutivas de vea-
do-bororo-do-sul ou veado-méo-curta (Mazama
nana) [J]. Pesquisa Veterinaria Brasileira; 2009;
29: 993-998. https://doi.org/10.1590/S0100-
736X2009001200007.

[12] Christofoletti, M.D.; Pereira, R.J.G.; Duarte, J.M.B.
Influence of husbandry systems on physiological
stress reactions of captive brown brocket (Mazama
gouazoubira) and marsh deer (Blastocerus dichoto-
mus) — noninvasive analysis of fecal cortisol meta-
bolites [J]. European Journal of Wildlife Research;
2010; 56:561-568. https://doi.org/10.1007/s10344-
009-0350-8.

[13] Aziz N, Said T, Paasch U, Agarwal A. The relation-
ship between human sperm apoptosis, morphology
and the sperm deformity index [J]. Human Re-
production; 2007; 22(5): 1413-1419. https://doi.
org/10.1093/humrep/dem016.

[14] Arrighi CV, Lucas H, Chardonnens D, Agostini A.
Removal of spermatozoa with externalized phospha-
tidylserine from sperm preparation in human assisted
medical procreation: effects on viability, motility and
mitochondrial membrane potential [J]. Reproductive
Biology and Endocrinology; 2009; 7: 1-12. https://
doi.org/10.1186/1477-7827-7-1.

[15] Tavalaee M, Deemeh MR, Arbabian M, Kiyani A,
Nasr-Esfahani MH. Relationship between fertiliza-
tion rate and early apoptosis in sperm population of
infertile individuals [J]. Andrologia; 2014; 46: 36-41.
https://doi.org/10.1111/and.12038.

[16] Said TM, Agarwal A, Zborowski M, Grunewald S,
Glander HJ, Paasch U. Utility of magnetic cell sepa-
ration as a molecular sperm preparation technique [J].
Journal Andrology; 2008; 29: 134-142. https://dx.doi.
org/10.2164%2Fjandrol.107.003632.

[17] Dirican EK, Ozgiin OD, Akarsu S, Akin KO, Ercan
O, Ugurlu M, Camsar1 C, Kanyilmaz O, Kaya A,
Unsal A. Clinical outcome of magnetic activated cell
sorting of non-apoptotic spermatozoa before density
gradient centrifugation for assisted reproduction [J].
Journal Assisted Reproduction Genetics; 2008; 25:
375-381. https://doi.org/10.1007/s10815-008-9250-1.

[18] Rawe V, Alvarez G, Uriondo H, Papier S, Miasnik
S, Nodar F. Separacién magnética por columnas de
anexinas V: “filtrado molecular” para la seleccion de
espermatozoides no apoptoticos [J]. Reproduccion;
2009; 24: 104-114. Available at http://www.samer.
org.ar/revista/. Accessed on 03 March 2021.

[19] Grunewald S, Paasch U. Sperm selection for ICSI

DO https://doi.org/10.30564/jzr.v3i2.3106



Journal of Zoological Research | Volume 03 | Issue 02 | April 2021

using annexin V [J]. Methods Molecular Biology;
2013; 927:257-262. https://doi.org/10.1007/978-1-
62703-038-0 23.

[20] Manuel TJ, José MM, Maria CA, Carlos Z, Estela
MP. Use of Annexin V based Sperm Selection in As-
sisted Reproduction [J]. Andrology; 2017; 6(1): 1-10.
https://doi.org/10.4172/2167-0250.1000182.

[21] Curti G, Skowronek F, Vernochi R, Rodriguez-Bu-
zzi AL, Rodriguez-Buzzi JC, Casanova G, Sapiro
R. Morphological evaluation of sperm from infer-
tile men selected by magnetic activated cell sorting
(MASS) [J]. Reproductive Biology; 2014; 14: 289-
292. https://doi.org/10.1016/j.repbio.2014.07.002.

[22] Berteli TS, Broi MG, Martins WP, Ferriani RA,
Navarro PA. Magnetic-activated cell sorting before
density gradient centrifugation improves recovery of
high-quality spermatozoa [J]. Andrology; 2017; 5(4):
776-782. https://doi.org/10.1111/andr.12372.

[23] Duarte JMB, Garcia JM. Reprodugdo assistida em
cervideos brasileiros [J]. Revista Brasileira de Repro-
dugdo Animal; 1995; 19(1-2): 111-121. Available at
www.cbra.org.br. Accessed on 20 February 2021.

[24] Zanetti ES; Duarte JMB, Polegato BF, Garcia JM,
Canola J. Assisted Reproductive Technology [M]. In:
Duarte JMB, Gonzalez S. (Eds.) Neotropical Cervidol-
ogy: Biology and Medicine of Latin American Deer.
Funep/IUCN: Jaboticabal, SP, pp. 255-270. 2010.

[25] CBRA. Colégio Brasileiro de Reprodug¢do Animal.
Manual para exame androldgico e avaliagdo de sé-
men animal [M]. 3 ed. Belo Horizonte: CBRA, 2013,
104p. Available at www.cbra.org.br. Accessed on 20
February 2021.

[26] Faeczah SSM, Zuraina FMY, Farah JHF, Khairul
O, Hilwani NI, Iswadi MI, Fang CN, Zawawi [,
Abas OM, Fatimah SI. The effects of magnetic
separation on cryopreserved bovine spermatozoa
motility, viability and cryo-capacitation status [J].
Zygote; 2012; 22: 378-386. https://doi.org/10.1017/
$0967199412000597.

[27] Missio D, Folchini NP, Leivas FG, Pavin CIIUM,
Hirya Fernandes Pinto, Cibin FWS, Brum DS. Re-
duction in Percoll volume increases recovery rate of
sex-sorted semen of bulls without affecting sperm
quality and early embryonic development [J]. Animal
Reproduction Science; 2018; 192: 146-153. https://
doi.org/10.1016/j.anireprosci.2018.03.002.

[28] Makkar G, Ng HY, Yeung SB, Ho PC. Comparison
of two colloidal silica-based sperm separation media
with a non-silica-based medium [J]. Fertility and Ste-
rility; 1999; 72(5): 796-802. https://doi.org/10.1016/
s0015-0282(99)00375-1

[29] Machado GM, Carvalho JO, Filho ES, Caixeta ES,

Distributed under creative commons license 4.0

Franco MM, Rumpf R, Dode MA. Effect of percoll
volume, duration and force of centrifugation, on in
vitro production and sex ratio of bovine embryos [J].
Theriogenology; 2009; 71:1289-1297. https://doi.
org/10.1016/j.theriogenology.2009.01.002.

[30] Peroni EDFC. Inseminagdo artificial intrauterina por
videolaparoscopia em veado catingueiro (Mazama
gouazoubira), com sémen congelado [M]. 56p. Dis-
sertagdo (Mestrado) - Universidade Estadual Pau-
lista,Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Jaboticabal, SP, 2013. Available at https://repositorio.
unesp.br/handle/11449/98182. Accessed on 5 Fe-
bruary 2021.

[31] Duarte JMB, Garcia JM. Tecnologia da reprodu¢do
para a propagagdo e conservagdo de espécies amea-
cadas de extingdo, p.228-238 [M]. In: Duarte J.M.B.
(Ed.). Biologia e Conservacao de Cervideos Sul-A-
mericanos: Blastocerus, Ozotoceros e Mazama. Fu-
nep: Jaboticabal, SP, 1997.

[32] Said TM, Land, JA [J]. Effects of advanced selection
methods on sperm quality and ART outcome: a sys-
tematic review. Human Reproduction Update; 2011;
17(6): 719-733. http://dx.doi.org/doi: 10.1093/humu-
pd/dmr032.

[33] Peroni EDFC, Zanetti ES, Rola LD, Cursino MS,
Duarte JMB. Morfologia espermatica dos veados-
-cinza brasileiros (Mazama gouazoubira e Mazama
nemorivaga) mantidos em cativeiro: resultados
preliminares [C]. In: XV Congresso ABRAVES,
Floriandpolis, 2012. Anais..., p.130-133. Available at
https://www.researchgate.net/publication/317039867.
Accessed on 5 February 2021.

[34] Assumpgdo TI, Santos ALQ, Cardoso GF. Morfolo-
gia dos espermatozoides no trato reprodutivo de vea-
do-catingueiro Mazama gouazoubira Fischer, 1814
[C]. In: Reunido anual da ABRAA, 1V, Associagdo
Brasileira de Andrologia Animal, 2019, Goiania.
Anais ... p. 263-266. Campo Grande, MS: Editora
UFMS, 2019, 269 p. Available at www.abraa.org.br.
Accessed on 21 February 2021.

[35] Gil M, Sar-Shalom V, Sivira YM, Carreras R, Checa
MA. Sperm selection using magnetic activated cell
sorting (MASS) in assisted reproduction: a system-
atic review and meta-analysis [J]. Journal Assisted
Reproduction Genetic; 2013; 30:479-485. https://doi.
org/10.1007/s10815-013-9962-8.

[36] Odhiambo JF, DeJarnette JM, Geary TW, Kennedy
CE, Suarez SS, Sutovsky M, Sutovsky P. Increased
conception rates in beef cattle inseminated with na-
nopurified bull semen [J]. Biology of Reproduction;
2014; 91(4): 1-10. https://doi.org/10.1095/biolre-
prod.114.121897.

DOI: https://doi.org/10.30564/jzr.v3i2.3106 37



