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RESUMO

Este estudo teve por objetivo selecionar espermatozoides de alta qualidade, através da
separacao espermatica por centrifugacdo em gradientes de densidade (DGC) e por separacdo
celular por ativagcdo magnética (MACS), em sémen fresco de cervos do género Mazama. O
sémen de seis cervos foi coletado pela técnica de eletroejaculagdo apos a contengdo quimica.
Foram realizadas as seguintes analises: motilidade e vigor, morfologia (esfregaco corado com
vermelho congo) e teste supravital (eosina-nigrosina), além do DGC e MACS. Para DGC
utilizou-se Percoll® com 20 x 10° de células em gradiente de 400 pl de Percoll® a 90% e 45%.
Na MACS utilizou-se 10 x 10° de células com o pellet ressuspenso em 150 pl de HEPES com
20 pl de nanoparticulas ligadas a anexina V, incubag&o por 15 minutos e filtragdo na coluna de
separacdo magnética MiniMACS, e a porcdo ndo apoptotica filtrada foi coletada para analise.
Os resultados obtidos para motilidade foram 75 + 7,1%, 71,7 + 10,8% e 8,3 + 4,1% em sémen
fresco, pds DGC e p6s MACS, respectivamente. Para vigor os valores obtidos foram 2,8 £ 0,4%
para sémen fresco, 2,5 £ 0,4% p6s DGC e 0,7 = 0% pds MACS. Os defeitos totais reduziram
apos as técnicas de selecdo empregadas (44,5 + 19,6% em sémen fresco, 27,3 £ 18,0 p6s DGC
e 24,8 £ 16,4 pds MACS). Os defeitos individuais que tiveram maior reducéo apos as técnicas
de selecdo foram cauda dobrada (15,5% em sémen fresco, 6,2% pds DGC e 4,8 pés MACS) e
cauda enrolada (7,3% em sémen fresco, 1,4 p6s DGC e 2,0 p6s MACS). Houve também uma
reducdo do nimero de células com membrana plasmatica lesada em ambas as técnicas, sendo
que, em relacdo ao fresco, a MACS reduziu em 25% e a DGC em 9%. Os achados sugerem que
essas técnicas de separacdo espermaticas sao eficientes na producdo de amostras de sémen de

qualidade elevada em cervos.

Palavras-chave: cervideos; sémen; reproducdo; espermatozoides; nanotecnologia.



ABSTRACT

This study aimed to select high quality sperm, through sperm separation by density gradient
centrifugation (DGC) and by magnetic activation cell separation (MACYS), in fresh semen from
deer of the genus Mazama. Semen from six deer was collected using the electroejaculation
technique after chemical restraint. The following analyzes were performed: motility and vigor,
morphology (smear stained with Congo red) and supravital test (eosin-nigrosin), in addition to
DGC and MACS. For DGC, Percoll® was used with 20 x 106 cells in a 400 ul gradient of
Percoll® at 90% and 45%. In MACS, 10 x 106 cells were used with the pellet resuspended in
150 pl of HEPES with 20 pl of nanoparticles linked to annexin V, incubation for 15 minutes
and filtration in the MiniMACS magnetic separation column, and the filtered non-apoptotic
portion was collected for analysis. The results obtained for motility were 75 + 7.1%, 71.7 £
10.8% and 8.3 £ 4.1% in fresh semen, post DGC and post MACS, respectively. For vigor, the
values obtained were 2.8 + 0.4% for fresh semen, 2.5 + 0.4% after DGC and 0.7 = 0% after
MACS. Total defects reduced after the selection techniques used (44.5 £ 19.6% in fresh semen,
27.3 £18.0 after DGC and 24.8 £ 16.4 after MACS). The individual defects that had the greatest
reduction after the selection techniques were curled tail (15.5% in fresh semen, 6.2% post DGC
and 4.8 post MACS) and curled tail (7.3% in fresh semen, 1 .4 post DGC and 2.0 post MACS).
There was also a reduction in the number of cells with damaged plasma membrane in both
techniques, and, in relation to fresh, MACS reduced by 25% and DGC by 9%. The findings
suggest that these sperm separation techniques are efficient in producing high quality semen

samples in deer.

Keywords: deer; semen; reproduction; sperm; nanotechnology.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é um dos paises com maior biodiversidade do mundo, e apesar de ter sido
bastante explorado, ainda detém inimeras riquezas, tanto de fauna quanto flora. Nos ultimos
anos a importancia da preservacdo ambiental vem ganhando reconhecimento e diversas acdes
sdo realizadas em todo o pais, buscando disseminar conhecimento a populagéo, conscientizagdo
e apoio para a conservacao de espécies e habitats ameagados, em sua maioria, devido as acbes
antrépicas (MITTERMEIER, 2005).

Representantes dessa biodiversidade brasileira, os cervideos sdo mamiferos
pertencentes a ordem Artiodactyla e familia Cervidae, e hoje sdo contabilizadas mundialmente
mais de 60 espécies de cervideos, sendo somente 8 encontradas no Brasil. Dentre as espécies
brasileiras, destacam-se com maior populacdo as espécies Mazama americana, Mazama
nemorivaga e Mazama gouazoubira (DUARTE, 2006). Contudo, além da escassez de dados
sobre a biologia desses animais, uma redugdo nessas populacdes tem se tornado notavel, sendo
menos preocupante a populacdo de veados-catingueiros (M. gouazoubira), cervideos que
aparentam ter desenvolvido maior adaptacdo as interferéncias antropicas (DUARTE e REIS,
2012).

Para animais em risco ou ameacados de extin¢cdo, como algumas espécies de cervideos,
uma forma de garantir a existéncia dos mesmos é aumentando suas taxas reprodutivas via
biotécnicas da reproducdo. Entretanto, a aplicacdo dessas biotécnicas as espécies selvagens
ainda é muito limitada, principalmente devido a falta de conhecimento basico em biologia
reprodutiva da maioria das espécies, como os cervos (HOLT et al., 2014). Nestes animais, até
mesmo em vida livre, hd um alto grau de anormalidades estruturais dos espermatozoides
provocada pelo aumento da endogamia (perda da variabilidade genética) devido ao declinio
populacional, que é ocasionado pelas mudancgas ambientais e interven¢Ges humanas (WILDT
et al., 2010; HOLT et al., 2014). Este quadro também é observado em animais de cativeiro,
provocado pelo estresse do espaco reduzido, mudancga de ambiente e convivéncia constante
com outros individuos (ABREU et al. 2009).

Técnicas como a separagdo espermatica por centrifugacdo em gradiente de densidade
(DGC) usando Percoll® e a separacdo espermatica por ativacio magnética (MACS) sdo opcdes
para reduzir a quantidade de anormalidades espermaticas nas amostras seminais,
principalmente espermatozoides com anormalidade em cauda e cabega, melhorando assim a

qualidade do ejaculado para que 0 mesmo possa ser utilizado em técnicas como inseminagéo
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artificial (IA) e a fertilizacdo in vitro (FIV) (FAEZAH et al.; 2014; BUCAR et al., 2015;
BERTELI et al., 2017).

Diante do exposto, este estudo tem por objetivo selecionar espermatozoides de alta
qualidade, através das técnicas de separacdo espermatica por centrifugacdo em gradiente de
densidade e separacdo espermatica por ativagdo magnética, utilizando sémen fresco de cervos

do género Mazama, avaliando a qualidade das células ap6s o processo de selecdo espermatica.
2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cervideos do género Mazama

O género Mazama compreende espécies de pequenos cervideos neotropicais e
atualmente, das oito espécies de cervos conhecidas no Brasil, cinco delas sdo pertencentes a
esse género, sendo elas Mazama americana, Mazama gouazoubira, Mazama nemorivaga,
Mazama nana e Mazama bororo. Esta Ultima foi descrita no Brasil somente nos ultimos anos,
confirmando que os estudos a respeito da taxonomia dos cervideos neotropicais ainda sdo
escassos (DUARTE e JORGE, 2003; MERINO e ROSSI, 2010).

2.1.1 Mazama americana

O veado-mateiro (Mazama americana) € o maior representante desse género podendo
chegar até 45 quilos e altura variando de 58 a 80 centimetros. Sdo encontrados em areas com
florestas densas e geralmente possuem pelagem marrom-avermelhada com areas brancas
dispersas em varios pontos do corpo (VARELA et al., 2010). E a espécie que tem maior
distribuicdo no territdrio brasileiro, sendo a regido sul detentora da menor populagédo devido a
maior acdo antropica (DUARTE e REIS, 2012). O periodo reprodutivo dos machos de M.
americana parece seguir a sazonalidade observada em outras espécies de cervideos, mas ainda

sd0 necessarios mais estudos para confirmar essa hipotese (VERSIANI et al., 2009).

2.1.2 Mazama gouazoubira

Conhecida popularmente como veado-catingueiro, trata-se de uma pequena espécie de
cervideo, com animais tendo peso médio de 18 quilos, altura na cernelha chegando até 50
centimetros e com coloracdo extremamente variavel de cinza escuro até marrom avermelhado
(DUARTE, 1996). A especie ocupa basicamente quase todo o territorio nacional e prefere areas
de vegetacédo baixa, como capoeiras, bordas de mata e matas em regeneracéo inicial (BLACK-

DECIMA et al., 2010) e, apesar de ser o cervideo brasileiro mais comum e numeroso, as
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informac0des sobre sua reproducao e ecologia sdo muito escassas, o que dificulta o planejamento
e emprego das acdes de conservagdo. Outra ameaca a conservagao dessa espécie é a destruicao
dos habitats e a caca, colocando os veados-catingueiros na Lista de Referéncia da Fauna
Ameacada de Extincdo em algumas partes do pais como vulneraveis ou em perigo (DUARTE
e REIS, 2012; ICMBiIo, 2018).

2.1.3 Mazama nemorivaga

Também conhecida como veado-roxo, essa é considerada uma espécie de porte
pequeno, pesando até 15 quilos e medindo cerca de 48 centimetros. A pelagem nesses animais
é caracterizada por uma colocacéo cinza mesclada com amarelo, principalmente nas laterais do
corpo (DUARTE, 1996). Seu habitat ainda é pouco conhecido, mas animais dessa especie
parecem preferir locais com vegetacédo dispersa e seca (BODMER, 1997). Até recentemente M.
nemorivaga era considerada subespécie de M. gouazoubira, e s6 apds estudos citogenéticos,
moleculares e morfologicos mais aprofundados foi reconhecida como uma espécie e ndo uma
subespécie (ROSSI, 2000; DUARTE et al., 2008).

2.2 Aspectos reprodutivos nos cervideos machos

O aparelho reprodutivo dos cervideos é similar ao dos ruminantes domesticos, sendo
constituido por pénis fibroelastico, testiculos e todas as estruturas internas comuns, glandulas
vesiculares, bulbouretrais, ampolas e préostata (ZANETTI e DUARTE, 2014).

Alguns géneros de cervideos como Ozotoceros e Blastocerus apresentam ciclo
reprodutivo sazonal com oscilacdo de acordo com o fotoperiodo, onde a concentracdo dos
horménios liberadores de gonadotrofinas, horménio foliculo estimulante e luteinizante
dependem diretamente do nimero de horas-luz. A troca de chifres, o desenvolvimento da
circunferéncia escrotal e da musculatura do pescoco, bem como outras caracteristicas sexuais
secundarias, acompanham as mudancas enddcrinas sazonais (ZUCCARI e SERENO, 2006).
No género Mazama essa sazonalidade ainda é questionavel (ZUCCARI e SERENO, 2006), mas
segundo estudos de Garcia e Duarte (1994) sobre a relacdo do efeito sazonal e a qualidade
seminal em Mazama gouazoubira macho sugerem uma pequena queda na qualidade seminal
no periodo de setembro a novembro, compreendido entre o inverno e o verdo, por isso estudos
sobre os aspectos reprodutivos desses animais Sd0 extremamente importantes, para que

biotécnicas possam ser aplicadas de forma eficaz.



Uma coloracdo avermelhada no ejaculado foi relatada em Mazama nemorivaga, porém
ndo foi encontrada relagdo com hemoglobina ou hemécias nas amostras analisadas, sendo
necessarias maiores investigacdes do plasma seminal para se conhecer a origem deste pigmento
(PERONI et al., 2010; CURSINO, 2014).

2.3 Coleta seminal

Os dois métodos mais utilizados nos animais sdo a coleta através de vagina artificial e a
coleta através de eletroejaculador. A coleta por vagina artificial consiste na utilizacdo de um
equipamento tubular com interior emborrachado, aquecido, onde é introduzido o pénis do
animal no momento da coleta. O contetdo ejaculado € depositado no recipiente coletor que fica
acoplado a uma das extremidades da vagina artificial (HENRY e ECHEVERRI, 2013). A
desvantagem deste método é a necessidade de treinamento dos animais, que pode ser de dificil
adaptacdo, principalmente no caso de animais que tém pouco contato com o ser humano
(ORTIZ DE MONTELLANO et al., 2007).

A coleta através de estimulacdo elétrica (eletroejaculacdo) consiste no uso de um
sistema controlado de liberacdo de pulsos elétricos com intensidade e duracdo definidas de
acordo com o protocolo para cada animal a ser coletado. Esses pulsos séo liberados através de
um eletrodo inserido via retal que estimulara o masculo uretral e estruturas proximas, como
ampolas dos ductos deferentes e glandulas anexas adjacentes. A intensidade dos estimulos
elétricos deve ser baixa e com pulsos intermitentes e, caso necessario, essa intensidade pode ser
aumentada gradativamente. A principal desvantagem desse método é que os animais devem
estar devidamente contidos para manter seu bem estar e normalmente a concentracdo do
ejaculado obtido é mais diluido que amostras obtidas em situacdo fisioldégica (HENRY e
ECHEVERRI, 2013).

Para animais selvagens, 0 método mais empregado € a eletroejaculacdo, pois além da
seguranca para quem faz a coleta, permite coletar de animais ndo domesticados pois ela é
associada a contencdo quimica do animal. Porém, além da obtencdo de um ejaculado mais
diluido, a contencéo quimica do animal, necessaria para a coleta, pode trazer riscos de vida para
0 mesmo (WILDT, 1996). No caso dos cervideos, alem de todos os problemas citados acima,
outro agravante é o estresse gerado na captura do animal, que pode desencadear a miopatia de

captura, doenca muscular degenerativa que pode levar o animal a dbito (BEDOTT] et al., 2004).



Uma alternativa que pode reduzir o estresse da captura e manejo de cervos de vida livre
€ 0 uso de manequins com vaginas artificiais para a coleta a campo (DUARTE e GARCIA,
1997). Para cervideos de cativeiro, o treinamento para uso da técnica de desvio lateral do pénis
para uma vagina artificial pode ser empregado com sucesso, como demonstrado por Giraldi e
Duarte (2004), que obtiveram boas amostras de ejaculado de 75% dos animais utilizados no
teste. Com esse método de coleta € possivel obter amostras seminais com boa concentragdo e

com menor risco de contaminacéo.

2.4 Qualidade do ejaculado

Para ser considerado de qualidade, o sémen precisa ter um percentual minimo de
espermatozoides com motilidade, vigor e células normais. As membranas dos espermatozoides
devem estar integras para que a cascata que leva até a fertilizacdo possa ocorrer sem prejuizos
(YANAGIMACHI, 1994; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 1997).

Durante o processo de maturagdo que ocorre ao longo do epididimo, os espermatozoides
passam por modificagdes estruturais que os tornam susceptiveis as espécies reativas de oxigénio
(EROS) presentes no lumen desse tubulo que podem causar danos que afetam negativamente a
motilidade e morfologia dos espermatozoides. (FOUCHECOURT et al., 2000; IRVINE et al.,
2000; AITKEN e IULIIS, 2009; AITKEN et al., 2012). Espermatozoides com anomalias
também produzem alta quantidade de EROS que podem degradar o DNA da célula, interferir
no metabolismo energético e na fungdo proteica, causando apoptose e morte celular, deixando
o animal sub fértil ou infértil (ANGRIMANI et al., 2014; HOSEN et al., 2015; SABETI et al.,
2016).

2.5 Avaliagao do sémen
2.5.1 Auvaliacdo macroscépica do ejaculado

Na avaliacdo macroscopica, a primeira caracteristica analisada é o volume do ejaculado,
que pode sofrer alteragdo de acordo com o método de coleta e o intervalo de tempo entre as
mesmas. A densidade celular e a cor também sdo avaliadas analisando o aspecto da amostra,
que pode variar entre leitoso (alta quantidade de células), seroso ou aquoso, e a cor que pode
ser classificada como branca, marfim, acinzentada ou amarela, podendo sofrer alteragdes em
casos de enfermidades. Além dessas caracteristicas, o odor ainda pode ser avaliado, sendo

classificado como “sui generis” em situacdes fisioldgicas (HENRY e ECHEVERRI, 2013).
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2.5.2 Movimento de Massa ou Turbilhonamento

O turbilhonamento é definido como a formacdo de ondas causadas pelo intenso
deslocamento de varios espermatozoides juntos. E uma analise subjetiva onde uma gota de
sémen fresco € colocado sobre uma lamina em temperatura a 37° C e observada posteriormente
em microscopia oOptica de campo claro. A laminula ndo é utilizada para nao interferir no
movimento. O turbilhonamento estd diretamente ligado & concentracdo espermatica, ou seja,
quanto maior ela for, maior sera o turbilhonamento (HENRY e ECHEVERRI, 2013).

2.5.3 Motilidade Espermatica

A motilidade ou movimento progressivo, é adquirido pelos espermatozoides no
processo de maturacdo espermatica, e € necessaria para que essas células consigam ascender
pelo trato reprodutor feminino e realizar a fecundacgéo do odcito (ROBAIRE e HINTON, 2015).
E avaliada colocando uma gota de sémen entre uma lamina e laminula, devidamente aquecidas
e posteriormente observadas em microscopia éptica (HENRY e ECHEVERRI, 2013). Esta é
uma andlise subjetiva e quanto maior a experiéncia do avaliador e a quantidade de avaliacdes
maior sera a precisao do resultado, e apesar de ser habitualmente utilizada, pode ser substituida
por avaliagdo automatizada, que assegura 0s valores corretos para a cinética espermatica
(ARRUDA, 2000; VERSTEGEN et al.,, 2002, MATOS et al., 2008). Para ruminantes
domeésticos como os bovinos, a motilidade desejada em uma amostra seminal € maior ou igual
a 70% (CBRA, 2013).

O sistema automatizado CASA (Computer Assisted Sperm Analyses) tem sido bastante
empregado nas analises de motilidade. Através deste sistema é possivel visualizar e digitalizar
imagens de espermatozoides e obter informag6es confidveis a respeito da cinética individual e
global dessas células (AMANN e KATZ 2004).

2.5.4 Vigor

O vigor ¢ avaliado juntamente com a motilidade espermaética e consiste em analisar a
forca do movimento feito pela cauda do espermatozoide (HENRY e ECHEVERRI, 2013). De
acordo com o0 Manual para Exame Andrologico e Avaliagdo do Sémen Animal (CBRA, 2013),
0 vigor pode ser classificado de 1 a 5, sendo 1 “Exclusivamente oscilatorio” e 5 “Progressivo

retilineo muito rapido”, sendo desejavel para bovinos, sémen com vigor acima de 3.
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2.5.5 Concentracdo Espermatica

A concentragdo espermatica consiste em avaliar o nimero de espermatozoides por
milimetro cubico de sémen, onde um volume de sémen é diluido a fim de facilitar a contagem
dos espermatozoides utilizando a camara de Neubauer. E importante considerar o método de
coleta do ejaculado, uma vez que em coleta por estimulacéo elétrica o ejaculado é mais diluido
comparado ao coletado por vagina artificial ou aquele ejaculado em situacdo fisioldgica
(HENRY e ECHEVERRI, 2013).

2.5.6 Teste Supravital

O teste supravital € uma técnica simples que quantifica espermatozoides vivos e mortos
na amostra através da utilizacdo de corantes, como eosina-nigrosina. O corante consegue
adentrar nos espermatozoides com membrana plasmatica lesada, ou seja, aqueles mortos,
ligando-se aos acidos nucleicos e separando-os dos espermatozoides vivos. Para essa técnica,
uma gota do corante previamente aquecido é misturada a uma gota de sémen e o esfregaco é

realizando, e ap0s seca, a lamina pode ser analisada utilizando microscopia (CBRA, 2013).

2.5.7 Morfologia Espermatica

Amostras de sémen com taxa elevada de espermatozoides anormais ou altas taxas de
uma Unica anormalidade, podem reduzir significativamente a fertilidade da amostra, sendo essa
correlacdo entre morfologia e fertilidade uma das mais importantes na avaliacdo seminal
(HENRY e ECHEVERRI, 2013). A ocorréncia de defeitos espermaticos pode estar ligada a
alteracdes bruscas de temperatura do ambiente, umidade, idade do animal, manejo ou ainda
devido a origem genética (PACHECO et al., 2007).

A avaliacdo da morfologia espermaética pode ser feita através da microscopia éptica
analisando laminas coradas com esfregacos de sémen ou através de preparacdo Umida, onde
uma goticula de sémen é colocada entre lIamina e laminula e posteriormente analisada em
microscopia de contraste de fase ou de interferéncia. Para colora¢do das laminas, diversos
corantes podem ser utilizados, sendo comum o vermelho-congo (método Cerovsky), onde €
feito um esfregaco de sémen em lamina de vidro que apds secagem € submersa em solugéo
saturada de vermelho congo por 1 minuto, faz-se o enxague da lamina, e, ap0s secagem, a
mesma € submersa em violeta genciana a 0,5% por 30 segundos. Apds novo enxague e secagem,

a analise é feita com microscopia dptica. Para garantir resultados confiaveis, avalia-se pelo
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menos 200 células por amostra e o valor obtido é dado em porcentagem das anormalidades das
células (CBRA, 2013; HENRY e ECHEVERRI, 2013).

Os defeitos encontrados nas amostras seminais sdo listados individualmente,
classificando-os de acordo com a regido acometida, como defeitos de cabeca, de peca
intermediéria ou cauda, e classificando-os como defeitos maiores, que inclui a maioria dos
defeitos de cabeca e peca intermediaria e defeitos menores, que inclui cabeca delgada, cabeca

isolada, insercao de cauda, cauda dobrada e gota citoplasmatica distal (CBRA, 2013).

Animais silvestres, como os cervideos, apresentam altas taxas de anormalidades
espermaticas, sendo estas encontradas em animais de vida livre e de cativeiro. Assumpcao et
al. (2016) descreveram taxas de 70% e 74% de anormalidades em ducto deferente e cauda do
epididimo em Mazama gouazoubira de vida livre, enquanto Abreu et al. (2009) encontraram
apenas 40,9% de espermatozoides anormais em exemplar de Mazama nana de cativeiro. Em
Mazama americana de cativeiro, foram descritas as menores taxas de anormalidades
espermaticas, 24,5% (ROLA et al., 2013).

2.6 Selecdo Espermatica

Algumas anormalidades ndo sdo facilmente identificadas com os métodos
convencionais de analise citados anteriormente e podem causar impacto negativo na
fecundacdo. Alteracbes nos espermatozoides como a externalizacdo da fosfatidilserina, a
ativacdo de caspases e a fragmentacdo de DNA sdo caracteristicas marcadoras de apoptose
celular que interferem na qualidade da amostra seminal (AZIZ et al., 2007; SAID et al., 2008;
ARRIGHI et al., 2009; TAVALAEE et al., 2014).

Na tentativa de obter amostras seminais com maior nimero de espermatozoides viaveis,
as técnicas de selecdo espermatica sdo cada vez mais empregadas, resultando em amostras com
maior motilidade, menor quantidade de anormalidades e maior viabilidade (HENKEL e SHILL,
2003).

2.6.1 Separacdo espermatica por centrifugacdo em gradientes de densidade (DGC)

Uma das técnicas utilizadas para separacdo e selecdo de espermatozoides com
morfologia e motilidade normais é a separacdo espermatica em gradientes de densidade
utilizando Percoll®. Essa técnica emprega gradientes de densidade de 90 e 45% em volumes

reduzidos e ap0s centrifugacao, é possivel a obtencéo de uma fracdo de sémen contendo
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espermatozoides de alta qualidade (MACHADO, 2009).

2.6.2 Separacdo celular por ativagcdo magnética (MACS)

A apoptose é a morte celular programada sem que exista ativacdo de cascata
inflamatdria (SHEN et al., 2002). Em células normais, o fosfolipidio fosfatidilserina (FS)
geralmente é encontrado no lado citosélico da membrana plasmatica, e quando é externalizado
de forma generalizada indica apoptose celular. Essa exposic¢ao pode ser Util no reconhecimento
e remocao de células apoptdticas para melhorar a qualidade do ejaculado (VAN HEERDE, et
al., 1995).

Algumas proteinas de ligacdo podem ser utilizadas para identificar células apoptoticas
como a anexina V, proteina de ligacdo com alta afinidade para ligacdo com a fosfatidilserina.
Essa proteina ndo atravessa membranas integras, portanto pode ser utilizada com grande
eficacia para isolar espermatozoides que tiveram alguma alteracdo na membrana (VAN
HEERDE, et al., 1995; GLANDER e SCHALLER, 1999; SAID et al., 2005).

E possivel utilizar a separacdo celular por ativacdo magnética (MACS) para remover
esses espermatozoides danificados. A anexina V, quando acoplada a microesferas marcadas
magneticamente, se liga em espermatozoides que possuem a fosfatidilserina exposta devido a
membrana plasmaética lesada. Ao submeter estes conjugados a um campo magnético de alta
poténcia em uma coluna de separacdo, eles irdo aderir a coluna, enquanto que as células ndo
apoptoticas e com membranas intactas ndo se ligam a anexina V e passardo livremente por ela.
Esse filtrado possui espermatozoides ndo apoptdticos, que podem ser utilizados em programas
de reproducdo assistida com maior sucesso (SAID et al., 2006; TEIJEIRO et al., 2017).

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados seis cervos machos, sendo dois veados-roxos (Mazama nemorivaga),
dois veados-catingueiros (Mazama gouazoubira) e dois veados-mateiros (Mazama americana),
ilustrados na Figura 1 e pertencentes a0 NUPECCE (Nucleo de Pesquisa e Conservacgédo de
Cervideos) do departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias —
Unesp/Jaboticabal/SP (Autorizagdo de manejo IBAMA n° 1/35/92/0882-5, SISBIO n°
482.508). Os cervos sdo mantidos em baias de alvenaria individuais de 8 a 12m2, sdo expostos
as variagdes de fotoperiodo, umidade e temperatura e sdo alimentados com até 500g/animal/dia

de concentrado equino (Purina®; Omolene Tradicional) e até 1kg/animal/dia de volumosos
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variando de folhas de soja (Glycine max), soja-perene (Neonotonia wightii), rami (Boehmeria

nivea) ou amora (Morus Alba). A 4gua é oferecida a todos os animais sem restrigao.

Figura 1 — Fotografias de trés espécies de cervideos brasileiros do género Mazama. A) Veado-catingueiro (M.
gouazoubira). B) Veado-roxo (M. nemorivaga). C) Veado-mateiro (M. americana).
Fonte: Duarte (1996).

3.2 Coleta e analise do sémen

As coletas foram realizadas por eletroejaculagdo com os animais contidos quimicamente
com Xilazina (1 mg/kg) e Cetamina (5 mg/kg) por via intramuscular, protocolo adaptado de
Pinho et al. (2010). Foi realizada a limpeza do prepucio (Figura 2A), retirada de fezes do reto
e a estimulacdo dos animais foi feita com eletroejaculador (PT Electronics®, USA) seguindo
protocolo de Duarte e Garcia (1995). O sémen foi coletado em tubos Eppendorf estéreis de 2

mL (Figura 2B) e mantidos em banho-maria a 37° C.

Figura 2 — Fotografias da coleta de sémen em um dos cervos. A) Limpeza do prepucio. B) Obtengéo do sémen.

As analises fisicas e morfoldgicas do sémen foram realizadas seguindo as normas do
Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013). Para avaliar motilidade e vigor, uma
gota de sémen foi colocada entre Iamina e laminula, previamente aquecidas, e posteriormente
avaliada sob microscopia optica, classificando a motilidade de 0 a 100% e o vigor em escala de
0 a 5. Ja a concentracdo foi mensurada com o auxilio da cAmara de Neubauer.
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A avaliacdo da morfologia espermaética, foi feita pela técnica de Iamina corada pelo
vermelho-congo (Cerovsky) (CBRA, 2013), onde foi feito um esfregaco delgado com uma gota
de sémen em lamina de vidro, em seguida feita coloracdo e analisada no aumento de 1000x em
microscopio optico. Ja a quantificacdo de espermatozoides com a membrana plasmatica integra
(vivos) e membrana plasmaética lesada (mortos), foi feita utilizando o teste supravital, onde uma
lamina foi preparada com uma gota de sémen e uma de corante eosina-nigrosina (corante
Botuvital®, Botupharma, Botucatu, SP), foi feito o esfregaco e apds a secagem, a avaliacio foi
feita utilizando microscopia optica com contagem de 200 células espermaticas e registrando o
namero de vivos e mortos (CBRA, 2013; FAEZAH et al., 2014).

3.3 Separacdo espermatica

As amostras seminais foram divididas em duas fragdes. A primeira fragdo foi submetida
a separagdo espermatica utilizando centrifugagio por gradiente de densidade (Percoll®) (DGC).
Foi preparada uma solugo estoque de Percoll® (Sigma-Aldrich, St Louis, USA), composta por
Percoll® a 90% (pH 7,4; 280-290 mOsm/kg H20), em meio Eagle's modificado por Dubelcco
concentrado 10X (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) contendo 0,3% de albumina sérica bovina
(BSA; Calbiochem, Darmstadt, Alemanha) 10mg/L de antibiético, 6mM de HEPES (Sigma-
Aldrich, St Louis, USA) com pH ajustado a 7,4. Para formar o gradiente de densidade foram
preparadas 2 camadas, sendo a inferior com 400 pL de Percoll® a 45% e a superior com 400 pL
de Percoll® 90%, depositando acima desta 20 milhdes de espermatozoides (Figura 3). Apos essa
preparacdo, os gradientes foram centrifugados a 900 g por 5 minutos. O sedimento contendo 0s

espermatozoides foi diluido em 150 pl de HEPES para a analise celular (Missio et al., 2018,

, [EE
-

com modificacgdes).

Figura 3 — Fotografia da amostra preparada para a separagdo espermatica em gradiente de densidade Percoll®.
Camada superior com pigmentacdo avermelhada (seta vermelha) do sémen de M. nemorivaga.

16



A segunda fracdo das amostras do sémen foi submetida a MACS, seguindo o protocolo
modificado de Rawe et al. (2009). Uma amostra com 10 milhdes de espermatozoides foi
adicionada a 1,5 mL de tampdo HEPES, com posterior centrifugacdo a 300 g por 10 minutos.
O pellet formado foi colocado em 150 uL de HEPES e 20 pL de nanoparticulas conjugadas
com anexina V (Miltenyi Biotec, Alemanha). Essa mistura foi incubada por um periodo de 30
minutos em temperatura ambiente, e apds esse periodo foi feita a filtragdo em coluna de
separacdo magnetica MiniMACS (Miltenyi Biotec, Alemanha) em temperatura de 37°C. O

filtrado, ou fracdo ndo apoptotica, foi coletado diretamente da coluna em tubo de 2 mL.

Foram realizadas as analises de motilidade, vigor, morfologia dos espermatozoides e
teste supravital das amostras obtidas apés as técnicas de DGC e MACS.
3.4 Andlise estatistica

A andlise descritiva dos resultados foi realizada utilizando a ferramenta Excel®
(Microsoft Office®), onde foram obtidas as médias e desvio padrdo das amostras estudadas.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de motilidade progressiva e vigor no sémen fresco e apds separacao

celular estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1 — Motilidade progressiva (%) e vigor observados em sémen fresco, p6s DGC e pds
MACS, em cervos do género Mazama (média + DP).

Amostra
Fresco Pos DGC Pos MACS
Motilidade Progressiva 7571 71,7+10,8 8,3+4,1
Vigor 28+04 25204 0,70

A motilidade progressiva média obtida nas amostras de sémen das trés espécies apos a
DGC (71,7 £ 10,8%) foi discretamente menor em relagéo ao valor médio obtido nas amostras
de sémen fresco (75 = 7,1%), porém o valor de motilidade p6s MACS reduziu visivelmente
(8,3 + 4,1%). Os valores obtidos para sémen fresco foram semelhantes aos valores encontrados
para Mazama nana (70 £ 8,16%) (ABREU et al., 2009), Mazama americana (69.6 £ 8.92%)
(ROLA et al., 2013), Mazama gouazoubira (80%) (PERONI, 2013), para M. americana, M.
gouazoubira e M. nemorivaga (75 * 4.28%) (ASSUMPCAO et al., 2021a). Em contrapartida,
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os valores obtidos ficaram relativamente abaixo dos resultados expostos por Chacur et al.
(2014) e Cunha et al. (2021) em sémen fresco de Cervus unicolor (87,75 £ 4,78% a 90,00
7,07%) e de M. gouazoubira (86,9 £ 5,9%), respectivamente.

Estudos utilizando MACS para selecionar espermatozoides de boa qualidade em
humanos (PAASCH et al., 2003; LEE et al., 2010; BERTELI et al., 2017), bovinos
(ASSUMPCAO et al., 2021b) e em cervideos (ASSUMPCAO et al., 2021a) também
encontraram queda na motilidade progressiva pds processamento do sémen na coluna de
separacdo magnetica. Grunewald et al. (2009) relacionaram essa queda de motilidade as
diversas etapas de manipulacdo durante a preparacdo do sémen em amostras com alto nimero
de anormalidades espermaticas, bem como Agarwal et al. (1994) que expuseram que
procedimentos como centrifugacao e ressuspensdo, bem como tempo prolongado em condi¢cfes
ndo fisioldgicas podem causar geracao de espécies reativas de oxigénio pelos espermatozoides,

influenciando assim na qualidade dos mesmos.

Quanto ao vigor, os valores médios obtidos nas amostras de sémen fresco e p6s DGC
foram semelhantes, enquanto que, ap6s a técnica de MACS, todas as amostras tiveram queda
importante no vigor das células esperméticas (Tabela 1). Cunha et al. (2021) e Peroni (2013)
encontraram valores significativamente maiores para o vigor em sémen fresco de M.
gouazoubira (4,4 £ 0,5 e 4, respectivamente) e Alvarez et al., (2020) em sémen de M. americana
(3,8 £0,37). Ja Assumpcdo et al. (2021a) encontraram valores semelhantes para vigor de sémen
fresco (2,83 + 0,16), pds DGC (2,5 £ 0,22) e p6s MACS (1,66 + 0,21) em cervos do género

Mazama.

Os resultados dos defeitos morfoldgicos individuais e totais nos espermatozoides estao

expressos na Tabela 2, Figura 4 e Figura 5.
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Defeitos totais (%)

445+ 19,6

27,3+18,0

Defeitos morfoldgicos (%) P6s DGC P6s MACS
Subdesenvolvido 0,1+0,2 0,1+0,2 02+04
Cabeca isolada patoldgica 1,7+£28 06+14 04+0,8
Estreito na base 1,9+4,0 09+16 1,024
Piriforme 0,1+0,2 0+0 0+0
Contorno anormal 3,5+6,0 3,5+5,7 13+15
Formas teratoldgicas 00 0,1+0,2 00
Acrossoma 1,721 1,1+15 0,7+0,6
Gota citoplas. proximal 2,3+2,3 2,739 56+8,1
Pouch formation 03+0,5 0+0 00
Corckscrew 0,1+0,2 0£0 00
Pseudogota 0,1+0,2 00 00
Outros defeitos de PI 0,2+0,3 08+11 04+04
Cauda fortemente dobrada 44+25 2614 12+14
Total de defeitos maiores 16,3+ 16,4 123+111 10,7+ 11,1
Cabeca delgada 09+22 1,1+24 0,3+04
Pequeno normal 0,1+0,2 0,1+0,2 00
Curtos/Largos 00 0,1+0,2 00
Abaxial 1,3+0,9 1,2+16 05+0,8
Retroaxial 03+0,6 0,2+04 03+04
Acrossoma desprendido 00 0,1+0,2 00
Gota citoplas. distal 00 16+32 15+£3,0
Cauda dobrada 15,5+ 10,9 6,2+5,3 48+41
Cauda enrolada 7,3+57 14+18 20+14
Cabeca isolada normal 2,8+3,3 3,1+43 49+6,1
Total de defeitos menores 28,2+10,8 149+75 142 +6,1

24,8 +16,4

Tabela 2 — Média dos defeitos morfoldgicos individuais em espermatozoides de cervos do
género Mazama observados em sémen fresco, pds DGC e p6s MACS (média = DP).
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Figura 4 — Percentual médio de defeitos maiores e menores em sémen fresco, sémen pds separacdo espermatica
por técnica de DGC e p6s MACS em cervos do género Mazama.

A média de defeitos maiores encontrados nas amostras de sémen fresco, pds DGC e p6s
MACS foram, respectivamente, 16,3 + 16,4%, 12,3 £ 11,1% e 10,7 + 11,1%. Para defeitos
menores, 0s valores médios obtidos foram 28,2 + 10,8% para sémen fresco, 14,9 + 7,5% para
as amostras pds DGC e 14,2 £ 6,1% para aquelas submetidas a MACS (Tabela 2 e Figura 4).
Os valores de defeitos totais obtidos por Assumpcao et al. (2021a) para as amostras frescas
(41,83 £ 10,25%) foram semelhantes aos do presente estudo (44,5 + 19,6%), porém obtiveram
valores menores para as amostras p6s DGC (14,83 = 3,17%) e p6s MACS (12 + 3,01%)
comparados aos demonstrados nesse trabalho (27,3 + 18,0 p6s DGC e 24,8 + 16,4 pds MACS)
(Tabela 2).

As anormalidades como contorno anormal (3,5 £ 6,0%) (Figura 5E), gota citoplasmatica
proximal (2,3 + 2,3%) (Figura 5F) e cauda fortemente dobrada (4,4 + 2,5%) (Figura 5B) foram
os defeitos maiores que tiveram maior percentual médio nas amostras de sémen fresco e nas
amostras pos selecdo, e para defeitos menores, cauda dobrada (15,5 £ 10,9%), cauda enrolada
(7,3 £ 5,7%), cabeca isolada normal (2,8 £ 3,3%) (Figura 5E) e gota citoplasmatica distal (1,6

* 3,2%) (Figura 5D) foras os defeitos individuais com maior percentual (Tabela 2).
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Figura 5 — Fotomicrografias de espermatozoides de cervos do género Mazama com alteraces morfoldgicas. A)
Espermatozoide normal e insercdo abaxial (seta). B) Cauda fortemente dobrada. C) Acrossoma desprendido. D)
Gota citoplasmaética distal e cabeca isolada patoldgica (seta). E) Contorno anormal e cabeca isolada normal (seta).
F) Gota citoplasmatica proximal. Coloragdo vermelho-congo, aumento de 1000x.

O percentual de defeitos de cauda (cauda dobrada, enrolada e fortemente dobrada ou
enrolada) reduziu p6s DGC e p6s MACS (Tabela 2), bem como defeitos de acrossoma e cabeca,
corroborando com os resultados encontrados por Assumpcao et al. (2021a) em sémen de cervos
do género Mazama. Aziz et al. (2007) também encontraram reducéo de defeitos de cabeca, peca
intermediaria e cauda em sémen humano apés utilizar as técnicas de DGC e MACS
combinadas, e em bovinos, Odhiambo et al. (2014) e Assumpcédo et al. (2021b) também
obtiveram boa remocdo de espermatozoides defeituosos das amostras selecionadas,

demonstrando a eficacia das técnicas para selecdo de boas amostras de sémen.

A Figura 6 mostra os resultados do teste supravital observados no sémen fresco, p6s
DGC e p6s MACS.
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Figura 6 — Células espermaticas vivas observados no sémen fresco, pds DGC e p6s MACS em cervos do género
Mazama.

O teste supravital mostrou que a quantidade de células com a membrana plasmatica
integra aumentou de forma gradual apos o0 emprego de cada técnica de selecdo avaliada (Figura
6). A técnica MACS foi eficaz na selecdo de espermatozoides com a membrana plasmatica
integra (Figura 7A), reduzindo em 25% os espermatozoides com membrana plasmatica lesada
(Figura 7B) na amostra selecionada (37,3 + 6,6% para 12,3 + 1,1%). Ja a técnica de DGC,
conseguiu reduzir em 9% (37,3 £ 6,6% para 27,8 £ 1,5%). Assumpcdo et al. (2021b)
encontraram percentual menor de células vivas, pds DGC e p6s MACS, porém Faezah et al.
(2014) e Assumpcdo et al. (2021a) encontraram valor superior de espermatozoides com
membrana plasmatica intacta no teste supravital p6s MACS, corroborando com os resultados

do presente trabalho.

eSS H
Figura 7 — Fotomicrografias espermatozoides de cervos do género Mazama com membrana plasmatica lesada
(corados) e espermatozoides com a membrana plasmaética integra (setas). Coloragdo eosina-nigrosina. Aumento
de 1000x.
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Tavalaee et al. (2012) e Berteli et al. (2017) analisaram quatro métodos de selecéo,
DGC, MACS, DGC seguido de MACS e MACS seguido de DGC, e obtiveram melhores
resultados quando combinaram dois métodos, sendo que, utilizando MACS seguido de DGC,
Berteli et al. (2017) obtiveram amostras com maior percentual de espermatozoides com
motilidade progressiva e morfologia normais. Neste estudo as técnicas foram empregadas de
forma isolada, porém utilizar as duas em sinergia pode selecionar amostras com qualidade
superior, como encontrado por Assumpcao et al. (2021b), ao utilizar MAC e depois DGC na

mesma amostra.

5 CONCLUSAO

As técnicas de centrifugacdo em gradientes de densidade e separagdo celular por
ativacdo magnética conseguiram selecionar espermatozoides de boa qualidade em cervideos,
sendo que a técnica de MACS teve uma maior eficicia nessa selecdo, porém sdo necessarios
mais estudos para melhorar a eficiéncia das mesmas. Os achados sugerem que estes métodos
nanotecnoldgicos sao eficientes na producdo de amostras de sémen de qualidade elevada para

uso em procedimentos de reproducéo assistida em cervos do género Mazama.
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