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RESUMO

Na espécie equina a selecdo dos reprodutores ndo ¢ realizada baseada nas caracteristicas
reprodutivas, mas através de fatores fenotipicos e performance atlética. A isto associado ao
fato de que muitos reprodutores com idade avangada (>18 anos) permanecem em atividade
reprodutiva. Existindo consequentemente a necessidade de se utilizar estratégias para
aumentar a qualidade do sémen e fertilidade destes animais. A sele¢do espermadtica ¢ uma
técnica que vem sendo largamente utilizada para aumentar a qualidade e fertilidade do s€émen
fresco de garanhdes e a resisténcia de seus espermatozoides a refrigera¢do e congelagdo. Esta
técnica consiste em separar os espermatozoides com motilidade progressiva e sem alteragoes
de morfologia do resto do ejaculado. Dessa forma, este trabalho de conclusao de curso retrata

as diferentes formas de selecdao espermatica e suas aplicagdes.

Palavras-chave:  garanhdo, sobrevivéncia  espermatica, motilidade  progressiva,

espermatozoides vidveis



ABSTRACT

In the equine species breeding selection is not performed based on reproductive
characteristics, but through phenotypic factors and athletic performance. This is associated
with the fact that many breeding animals with advanced age (> 18 years) remain in
reproductive activity. There is therefore a need to use strategies to increase the semen quality
and fertility of these animals. Sperm selection is a technique that has been widely used to
increase the quality and fertility of fresh stallion semen and the resistance of its spermatozoa
to refrigeration and freezing. This technique consists in separating the spermatozoa with
progressive motility and without alterations of morphology of the rest of the ejaculate. Thus,
this work of course completion portrays the different forms of sperm selection and its

applications.

Keywords: stallion, sperm survival, progressive motility, viable spermatozoa.
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1 INTRODUCAO

Como os garanhdes sdao escolhidos para reprodugdo com base na exceléncia da
competicdo, em seu antecedente genético, desempenho, conformagao ou genealogia e ndo na
qualidade espermatica, a fertilidade e a congelabilidade dos espermatozoides sdo altamente
variaveis, apesar do desenvolvimento de diferentes protocolos de congelamento (LOOMIS et
al., 2007). Isto ndo ¢ visto em animais de produgdo porque os machos para producao de sémen
nestas espécies sdo selecionados pela sua qualidade e viabilidade espermatica. (LOPEZ-
FERNANDEZ et al., 2007; MORRELL et al., 2008).

Infelizmente, depois que eles sdo escolhidos para uma carreira de criagdo, muitos
desses garanhdes sdo subférteis ou inférteis, resultando em perdas econdmicas e genéticas
significativas para os criadores (BRINSKO et al., 2007). Algumas formas de subfertilidade
podem ter uma base genética, mas a infertilidade também esta associada a situagdes de
envelhecimento, programas de treinamento, manejo, fatores ambientais, medicamentos (como
progestagenos, anabolizantes, anti-inflamatorios ndo esteroidais...), febre, doencas sist€micas,
traumas genitais... em que uma fungdo reprodutiva inadequada causa baixa qualidade
espermatica em um garanhao de outra maneira fértil (VARNER et al., 2008).

Assim, nos casos de alguns garanhdes com sémen de baixa qualidade, a inica maneira
de obter descendentes ¢ selecionar os espermatozoides de melhor qualidade e usa-los para
inseminagdes artificiais (IA) em dose baixa ou para producdo in vitro de embrides.
(COLLEONTI et al., 2011). Embora o niimero minimo de espermatozoides em uma dose
inseminante possa sofrer variagdo individual (SIEME et al., 2004), a referéncia para a
fertilizagdo de éguas foi estabelecida em 500 milhdes de espermatozoides com motilidade
progressiva (PMS).

Em um programa tipico de inseminagao artificial, essa dose varia de 250 a 500 milhdes
de espermatozoides, o que torna a selecao espermatica viavel para sua realizagdo, visto que o
nimero de espermatozoides reduz apds sua utilizacdo. Além disso, estudos recentes indicam
que doses abaixo de 100 milhdes de espermatozoides nao reduzem a fertilidade (BRISKO,
2006; BRISKO, 2011), ou seja, se a selecdo for eficiente e ficar com uma dose suficiente para
realizacdo da IA o uso da técnica ¢ adequado.

Visto isto, varios métodos tém sido sugeridos para mimetizar a sele¢do de
espermatozoides de boa qualidade no trato reprodutivo feminino. A filtragdo dos
espermatozoides, ativa ou passiva, a partir do plasma seminal, imitando a migracdo dos

espermatozoides para os cornos uterinos ou selecionando os espermatozoides mais aptos do
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remanescente do ejaculado, como ocorre na jun¢do utero tubarica in vivo (MORRELL &
RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2009). Espermatozoides de alta qualidade devem ser
selecionados antes da inseminagdo para melhorar a taxa de prenhez, dessa forma, técnicas
laboratoriais, como: o gradiente de centrifugag¢do ou o Swim-up sao usadas rotineiramente para
a exclusdo de esperma imdvel e anormal. Este processamento € realizado para obter aliquotas
ricas em espermatozoides de alta qualidade (AMANN; HAMMERSTEDT, 2002). Estas
técnicas requerem uma ou mais passagens por centrifugagcdo (ENGEL et al., 2001).

O objetivo da selegdo espermatica ¢ uma melhora quantitativa e qualitativa do ejaculado
quando comparado ao ejaculado nativo, evitando alteragdes fisico-quimicas dos
espermatozoides (ENGEL et al., 2001). A inseminag¢do apenas de espermatozoides de alta
qualidade selecionados antes da inseminagdo deve melhorar as taxas de prenhez (NIE et al.,
2003; MORRELL & RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2009).

Esta monografia visa prover informacdo em forma de revisdo bibliografica sobre as
diferentes formas de sele¢do espermatica de garanhdes, além de proporcionar um levantamento

de técnicas ja relatadas para compara-las.
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2 METODOS DE SELECAO ESPERMATICA

Logicamente, parece 6bvio que bons embrides vém de bons gametas. Espera-se que os
mecanismos de selecdo de espermatozoides dentro do trato reprodutivo feminino permitam
apenas espermatozoides morfologicamente normais com membranas intactas e boa integridade
da cromatina para passar para os ovidutos e fertilizar odcitos (MORRELL & RODRIGUEZ-
MARTINEZ, 2010-2011). Foi sugerido que o uso de técnicas de prepara¢do de s€émen in vitro
que copiam essa selecdo, isto ¢, biomimético (MORRELL & RODRIGUEZMARTINEZ,
2009), poderia melhorar as taxas de prenhez, particularmente selecionando espermatozoides
com boa integridade da cromatina.

As técnicas de selegdo espermatica permitem separar os espermatozoides de melhor
qualidade do restante do ejaculado, como pode ocorrer na jungao Utero-oviduto e nos ovidutos
in vivo, e também remover os espermatozoides do plasma seminal (PS), mimetizando assim o
efeito dos espermatozoides migrando para longe do local de deposi¢do de s€émen sob condigdes
fisiologicas (MORRELL & RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2010-2011). Sdo elas: Centrifugagao
coloidal, migracao, filtros, migragdo/filtragdo, sele¢do e sexagem por nano-particulas

magnéticas.

2.1 Centrifugacao coloidal (CC)

A centrifugacao coloidal ¢ uma técnica util que tem sido usada ha aproximadamente
18 anos para preparar espermatozoides equinos (MEYERS et al., 1995). Esta, tem sido
comprovada como util para melhorar a qualidade por selecdo dos melhores espermatozoides
para diferentes espécies, comeg¢ando com a centrifugacdo por gradiente de densidade e
progredindo mais recentemente para a centrifugacdo de camada unica. Seu uso ¢ recomendado
para melhorar a fertilidade de garanhdes subférteis (GUTIERREZ-CEPEDA et al., 2011).

Esta técnica centrifuga s€émen diluido através de camadas de um coloide de densidade
variavel, o que promove a separagao do plasma e os espermatozoides viaveis. (MORRELL &
RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2009). Durante esse processo, as células se moverao para o fundo
do tubo ou para a posicao de equilibrio. Nesse ponto, as células podem ser separadas do plasma
(PERTOFT, 2000), ndo sendo um método fisioldgico de separacio (MEHMOOD et al., 2009).

O principal problema ¢ que os atuais protocolos de CC de equinos usam um volume de
centrifugagcdo muito baixo (2-5ml de sémen diluido, 1: 1) e uma alta quantidade de produto de

centrifuga¢do. Considerando que a média de sémen no volume varia entre 40 e 150ml, teremos
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que esperar usar entre 16 ¢ 60 tubos de centrifuga (50ml) e 160-600ml de produto de
centrifugacdo, o que ndo ¢ clinicamente viavel devido ao custo e as dificuldades técnicas

inerentes ao processo (GUTIERREZ-CEPEDA et al., 2011).

2.1.1 Centrifugacao por Gradiente de Densidade (DGC)

Neste método, o s€émen diluido ¢ centrifugado através de camadas de coloide, que
efetivamente separa os espermatozoides do plasma seminal e também seleciona a
subpopulagdo de espermatozoides. Durante a centrifugagdo através de um gradiente de
densidade, as células se movem para o ponto no gradiente que corresponde a sua propria
densidade — “isopycnic point” (PERTOFT, 2000). Ao alterar as condigdes de centrifugagdo
(forca g e tempo) e as propriedades fisicas do coloide, um pellet de esperma ¢ formado
contendo os espermatozoides mais robustos ¢ de boa qualidade. O DGC separa os
espermatozoides moéveis, morfologicamente normais e intactos a cromatina do resto do
ejaculado. No entanto, s6 ¢ possivel processar pequenos volumes de ejaculacdo por este
método (EDMOND AJ et al., 2008) e a taxa de recuperacdo (rendimento) é frequentemente
baixa (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 1997; MORRELL et al., 2005).

O coloide mais utilizado no s€émen animal era o Percoll ™, que consiste de particulas
de silica revestidas com polivinilpirrolidona (PVP) em uma solucdo salina, usadas como duas
ou mais camadas de diferentes densidades. Porém, durante a década de 1990, o Percoll ™ foi
reclassificado pelo fabricante como “apenas para fins de pesquisa (MORTIMER, 2000)
provavelmente devido a problemas com niveis varidveis de endotoxina em diferentes lotes do
coldide, embora também tenha havido relatos de suposta toxicidade por PVP livre no coldide
(AVERY & GREVE, 1995).

Mais recentemente, alteragdes “parecidas com apoptose” foram identificadas em

espermatozoides equinos apos DGC com Percoll (BRUM et al., 2008) Na ultima década, o

Percoll ™ foi substituido por coldides de silica revestidos com silano para uso em reproducao
assistida humana (MORTIMER, 2000), e algumas formulacdes espécies especificas para
animais (MORREL, 2006). Os coldides de silica revestidos com silano t€ém as vantagens sobre
os coloides revestidos com PVP de serem autoclavaveis, reduzindo assim os niveis de
endotoxinas e de serem estaveis durante longos periodos em solugdes salinas, permitindo
assim que as formulagdes prontas para uso sejam comercializadas, o exemplo para garanhao ¢

o EquiPure™ (MORRELL & RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2009).
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Para realizar a selecdo espermatica com o gradiente de densidade, um total de 1 x 10°
espermatozoides devem ser concentrados em 5 mL de diluente comercial a base de leite
desnatado, para isso pode-se utilizar a centrifugacdo convencional. Apos isso, 5 mL do
gradiente de densidade (Equipure) deve ser adicionado em um tubo de 15 mL. Os 5 mL com
o sémen concentrado devem ser cuidadosamente adicionados neste mesmo tubo, acima do
gradiente de densidade. Para isso, pode-se utilizar uma pipeta tipo Pasteur, deslizando
vagarosamente o sémen através das paredes do tubo. E realizada uma centrifugagdo de 300 a
400 x g por 20 minutos e apds isso os espermatozoides sem alteragdes morfoldgicas e com
motilidade progressiva ficam depositados no fundo do tubo. O restante do ejaculado fica retido
acima do gradiente de densidade. Com o auxilio de uma pipeta de 1mL, deve-se remover o
pellet com os espermatozoides selecionados e dilui-lo com o meio apropriado. Espera-se uma

perda de 40 a 60% do total de células durante ap6s a sele¢do (ALVARENGA et. al 2017).

Figura 1 - Materiais necessarios para centrifugacdo por gradiente de densidade
(EquiPure)

idacon

Fonte: adaptado de: http://botupharma.com.br/produto/equipure/, acesso 28/11/2018 22:00

2.1.2 Centrifugagdo de camada tnica (SLC)

Este método ¢ uma simplificacdo do DCG, pois envolve a passagem de
espermatozoides através de uma unica camada de silica coloide revestida com
glicidoxipropiltrimetoxisilano (Androcoll-E; SLU, Uppsala, Suécia), evitando assim, a
necessidade de preparar e colocar em camadas varios coloides de diferentes densidades.
(MORRELL & RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2009). Além disso € mais conveniente e consome
menos tempo do que a DGC, sendo mais versatil e permitindo que o método seja ampliado em
tubos maiores sem comprometer a qualidade espermatica nas preparacdes resultantes

(MORREL et al., 2009).
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Para realizar a selecdo espermatica por centrifugacdo de camada tUnica deve-se
equilibrar o coloide e o sémen diluido a temperatura ambiente para evitar o choque dos
espermatozoides. Ajustar a concentracdo de espermatozoides para nao mais que 100 x 106 /
mL. Com cuidado, colocar até 4,5 mL de sémen diluido em cima de 4 mL de Equicoll usando
uma pipeta Pasteur. Usar uma centrifuga com um rotor basculante; centrifugar a 300 g durante
20 min. Remover o sobrenadante (plasma seminal, extensor de s€émen e a maior parte do
coloide) usando uma pipeta Pasteur, tomando cuidado para ndo agitar o pellet de esperma.
Deixar aproximadamente 2mm de coloide acima do pellet de espermatozoides. Usar uma
pipeta limpa, aspirar o pellet de esperma debaixo do coloide. Adicionar o diluente ao granulo
de esperma para obter a concentracdo desejada de espermatozoides. O mesmo procedimento ¢
utilizado para as outras variantes do SLC, diferindo apenas no tamanho do tubo, no tipo e
volume do coloide e no volume de sémen a ser utilizado. Para tubos de 50 mL, sdo utilizados
15 mL de coloide e até 20 mL de sémen diluido. Para tubos de 500 mL, 150 mL de sémen
diluido e 150 mL de coloide sdo utilizados (MORRELL, 2016).

E importante adicionar o sémen sobre o coloide, ao invés de injetar o coloide depois
do sémen por dois motivos: primeiro, colocar o sémen no fundo do tubo permite que
espermatozoides nao selecionados, bactérias, e assim por diante, cubram o fundo do tubo, onde
o sedimento de espermatozoides ird eventualmente se depositar, contaminando assim a
amostra de esperma selecionado. Segundo a selegdo eficiente s6 € obtida se houver uma
interface nitida entre o coloide e o sémen antes da centrifugacdo. Injetar coloide abaixo do

s€men causa perda de integridade da interface (MORRELL et al., 2012).

Foi comprovado que a qualidade espermdtica em ejaculados de garanhdes “normais”
foi melhorada por meio de centrifugagdo de camada unica (SLC) usando Androcoll-E, um
novo colodide espécie especifico comercialmente disponivel para espermatozoides equinos
(MORREL et al., 2008) quando comparado com relatos de processamento de sémen de
garanhdo de baixa qualidade com uma camada de Percoll que resultou em uma melhora na
qualidade do esperma, embora ndo tenha havido melhora para os ejaculados ‘“normais”
(SIEME et al., 2003).

Demonstrou-se que a centrifugacdo de camada unica (SLC) de espermatozoides
melhora a qualidade das amostras de esperma de garanhdes estendendo o “prazo de validade”
das doses de espermatozoides para a IA e para melhorar a sobrevivéncia espermatica durante
a criopreservacdo. Como os espermatozoides podem ser separados dos virus e bactérias no
s€émen, pode ser possivel aumentar a biossegurancga das doses de sémen de garanhdes para a

IA e reduzir potencialmente o uso de antibidticos. O SLC pode melhorar a criopreservagido de



15

espermatozoides de garanhoes e, portanto, pode desempenhar um papel no banco de genes ou

na criagdo de conservagdo. (MORREL, 2012).

A vantagem de usar o rendimento de espermatozoides ap6s o SLC como indicador de

fertilidade potencial em relagdo a fertilidade subjetiva ¢ que ele estd relacionado a varios

parametros de qualidade espermadtica, tais como integridade de cromatina espermatica,

integridade da membrana, motilidade e morfologia normal. Enquanto a motilidade subjetiva ¢

uma estimativa de apenas um parametro, que varia consideravelmente entre os operadores

individuais e ¢ influenciada por outros fatores (MORRELL et al., 2014).

Quadro 1 - Vantagens da Centrifugacéo de Camada Unica sobre a Centrifugacéo por
Gradiente de Densidade

SLC

DGC

Facilidade de estratificacdo

Sémen no topo de uma camada de
coloide

Sémen no topo de varias camadas
de coloide

Tempo de preparagio Menor que DGC Mais longo, pois, possui mais
camadas
Qualidade da preparagao Igual DGC Boa

Aumento de escala

Mais facil que para a DGC;
mostrado  ser  possivel para
espermatozoides garanhdo

Dificil por causa da estratificagdo
de varias densidades diferentes
de coloide

Taxa de recuperacio

Pode ser maior que a DGC

Pode ser menor que a SLC

Fonte: adaptado de Morrell e Rodriguez (2009).
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Figura 2 - Etapas para a realizacéo da centrifugacdo de camada Unica

a) Colocar 15 mL de coloide em um tubo de 50 mL;

b) Adicionar 1 a 2 mL de sémen diluido lentamente de uma pipeta Pasteur;

¢) Continuar adicionando o restante do sémen lentamente, até 20 mL;

d) Apos a centrifugagdo, iniciar a retirada do diluente de sémen;

¢) Quando todo diluente de sémen e espermatozoides na interface tiverem sido removidos, se comeca a
aspirar o coloide;

f) Remover o coloide até o ltimo 1 a 2 mL; passar uma pipeta de Pasteur diretamente através do coloide

remanescente para o pellet de esperma; aspirar o pellet de esperma de baixo do coloide. Fonte: Morrell
e Nunes (2018).
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Figura 3 - Métodos de centrifugacéo coloidal

a) Denzity gradient before

centrifugation
c) Single layer before
centrifugation
Sperm sample in
le—" extender
Lower density Sperm sample
; upper layer /r”' in extender
High density One layer of
-— ¥
\/ betiemrlayer 4—  colloid
b) Density gradient after \/
centrifugation

Semmal plasma phus

k\‘\‘ sperm pellet

Fonte:Morrell e Rodriguez-Martinez (2009).

2.2 Migracao

A selegdo por migragdo ¢ baseada na capacidade dos espermatozoides serem moveis e,
como tal, ndo fornece nenhuma sele¢do baseada na morfologia normal da cabega, integridade
da cromatina (espermatozoides com cromatina intacta), ou viabilidade e integridade
acrossomica (SOMFALI et al., 2002). Essa técnica consiste em centrifugar o sémen até gerar
um pellet celular, e o espermatozoide mével migra desse pellet para o meio sobrenadante, de
onde ¢ coletado (METHA & SIGMAN, 2014). Os espermatozoides com anomalias na cauda,
que impedem a sua capacidade de nadar, ndo migram para o meio de sobrenadante e alguns
estudos mostram uma morfologia da cauda e da parte média significativamente melhor apos a
natagdo do que apés a lavagem (HALLAP et al., 2004). Além disso, a migragao para ou através

de meios contendo 4cido hialurénico também pode selecionar espermatozoides com
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membranas intactas (SHAMSUDDIN M, RODRIGUEZMARTINEZ H., 1994) e, portanto, a
migracdo deve ser considerada como uma técnica de selecdo em vez de uma técnica de
separagao.

Apesar de apresentar baixa taxa de recuperagdo, por exemplo: 10-20% (HALLAP et
al., 2004) e volume pequeno, a qualidade final do sémen selecionado por migragdo sera melhor
pois terd mais espermatozoides morfologicamente normais, sem outras células e detritos e
menos espermatozoides mortos, aumentando assim sua viabilidade. O rendimento absoluto
dos espermatozoides € baixo porque muitos espermatozoides potencialmente moveis nos
niveis mais baixos do pellet nunca atingem a interface com o meio de cultura suprajacente.

Além disso, a peletizagdo dos espermatozoides forca o contato entre os
espermatozoides, os detritos celulares e os leucocitos, deixando-os danificados ou anormais e
produzindo assim altos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) que podem ser
prejudiciais aos espermatozoides e podem contribuir para a reducdo da fertilidade ou

problemas relacionados a preservacao do sémen. (METHA & SIGMAN, 2014).

2.2.1 Migragao e sedimentagao

A migrag@o-sedimentagdo descrito por Tea et al. (1984) combina o procedimento de swim-up
com um passo adicional de sedimentag¢do e requer um tubo especial de vidro ou plastico com
um cone interno. Os espermatozoides nadam diretamente do sémen liquefeito para o meio
sobrenadante e subsequentemente sedimentam no cone interno. A falta de um passo de
centrifugagdo neste método reduz a exposicdo dos espermatozoides as ROS em comparacdo
com o procedimento convencional de natagao.

Outra vantagem da migragdo-sedimentagéo sobre o procedimento de swim-up é que ele
seleciona espermatozoides condensados normalmente cromaticos, um pardmetro que ¢
preditivo de fertiliza¢do in vitro (HAMMADEH ME et al.,2001). Infelizmente, o rendimento
de espermatozoides moveis € baixo, limitando a utilidade deste método, sendo assim utilizado

majoritariamente em humanos (HENKEL RR &SCHILL WB, 2003).
2.3 Filtros
Os métodos de filtragdo dependem da propensao dos espermatozoides a aderirem as

matrizes de filtracdo (METHA & SIGMAN, 2014). Diferentes técnicas de selecdo de

espermatozoides viaveis foram desenvolvidas a fim de reter espermatozoides de baixa
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qualidade. Filtros de 12 de vidro, Sephadex gel e membranas porosas sdo exemplos de técnicas
de filtragem em diferentes espécies (MOGAS et al., 1998). A filtragdo em 13 de vidro ¢é a técnica
de filtracdo mais comumente usada, na qual os espermatozoides méveis sdo separados das
células imdveis por movimento através de fibras de 12 de vidro densamente compactadas. Assim
como a DGC, a filtracdo de 13 de vidro usa todo o volume do ejaculado, proporcionando assim
um bom rendimento de espermatozoides méoveis (METHA & SIGMAN, 2014).

Nos garanhdes poneis, um aumento significativo dos pardmetros seminais foi mostrado
ao usar o filtro de 13 de vidro (PESSOA et al., 2017). Este filtro liga o contetdo corpuscular
(proteinas, espermatozoides imoveis e células arredondadas de outras origens) as fibras da
superficie do filtro de 13 de vidro. Se a malha de fibra ¢ muito densa, as células ainda irdo aderir
a superficie, mas ndo irdo penetrar adequadamente as fibras de 13 de vidro (ENGEL et al., 2001).

A combinagdo de 13 de vidro e filtragem Sephadex para o s€émen congelado provou ter
uma alta correlacdo com a fertilidade, pois as proteinas de membrana de garanhdo fornecem aos
espermatozoides com capacidade de se ligar ao Sephadex (SAMPER & CRABO, 1993;
SAMPER et al., 1995). A maior correlagao de 1a de vidro e Sephadex com a fertilidade ¢ devido
a capacidade dos filtros de remover células que apresentam alteragdes semelhantes a
capacitagdo ou comprometimento da membrana do processo de congelamentodescongelamento
(NEILD et al., 2005).

Alvarenga et al. 2010 desenvolveram o SpermFilter que mostrou ser eficiente para a
retencdo e preservacdo da viabilidade do espermatozoide do garanhdo, pois possibilita a
remog¢ao do plasma seminal de forma segura, minimizando os danos da centrifugacdo aos
espermatozoides. O método consiste em colocar a amostra de sémen dentro do filtro, separar o
plasma em uma placa e posteriormente, os espermatozoides retidos sao ressuspendidos com um
diluente até que a concentracdo de espermatozoides desejada por mililitro de sémen seja
atingida. Este filtro pode ser ttil em situagcdes em que uma centrifuga ndo esta disponivel.

Conclui-se que os filtros podem ser usados para concentrar os espermatozoides sem
reduzir a motilidade e a viabilidade. Assim, a técnica ¢ potencialmente util, especialmente com
s€men de baixa qualidade, para separar os espermatozoides do plasma seminal e / ou diluente,
concentrando os espermatozoides para congelamento e resfriamento e concentrando

espermatozoides para baixa dose de IA (ALVARENGA et al., 2010).



Figura 4 - Materiais para filtragdo

1a de vidro
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Fonte: ENGEL et al., (2001)

Figura 5 - Materiais necessarios para filtragdo SpermFilter

Fonte: Adaptado de: http://botupharma.com.br/produto/spermfilter/ acessaao
26/11/2018 23:00

Figura 6 - Sperm Filter
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2.4 Migracao/Filtracéo

Recentemente, um método diferente que combina o uso de uma membrana porosa e a
capacidade de migracdo foi sugerida para o sémen fresco. Esta técnica consiste em um
dispositivo dividido ao meio por uma membrana porosa, € os espermatozoides méveis cruzam
ativamente essa membrana. (LARENTIS et al., 2018).

Trata-se de uma camara diferente, com didmetro interno de 26 mm, feita com dois
cotovelos conectados por um tubo e dividido com um filtro de membrana sintética de poros de
Sum. Nela coloca-se leite desnatado a 37°C em um lado e no outro lado, uma amostra do s€men,
com numero conhecido de espermatozoides, ¢ depositada (Figura 4). Espera-se 7 ou 15 minutos
e utiliza-se a amostra do lado do leite (LARENTIS et al., 2018).

A inseminagao artificial (IA) € a base para outras biotecnologias, desde a transferéncia
de embrides até a clonagem (AURICH, 2012). Para conseguir uma prenhez bem-sucedida
usando inseminagdo artificial, sdo necessarios espermatozoides viaveis o suficiente para
alcangar o local de fertilizagdo. (MORRELL et al., 2010). A sele¢do dos espermatozoides mais
aptos a partir de uma amostra de sémen cru melhora a qualidade da dose de IA e, portanto, ¢
mais provavel que atinja a fertilizagdo (MORRELL & RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2009).

Nos procedimentos de selecdo mencionados acima, um ou mais estagios de
centrifugacdo sdo necessarios para enriquecer os espermatozoides em uma amostra desejada
(ENGEL et al., 2001). Um dos principais problemas da centrifugagdo é a perda de
aproximadamente 25% dos espermatozoides no liquido sobrenadante (LOOMIS, 2006). Efeitos
adversos no s€émen de garanhdo apos a centrifugacdo também foram descritos (SIEME et al.,
2003; AURICH, 2008). Os espermatozoides danificados e anormais produzem maiores
quantidades de ROS, o que pode contribuir para reduzir a fertilidade, ou problemas associados
a preservacao do sémen (BALL et al., 2001). As membranas espermaticas e os danos no DNA
podem ser causados pelo estresse oxidativo, eventualmente convertendo o espermatozoide em
um nado viavel. Filtros foram desenvolvidos para a remoc¢ao do plasma seminal, e a concentracao
de espermatozoides, na tentativa de evitar a questdo dos danos da membrana plasmatica que a
centrifugagdo causa (ALVARENGA et al., 2012).

Este método de selecdo visa uma melhora quantitativa e qualitativa do espermatozoide
quando comparado com o ejaculado nativo, e além disso, evita alteragdes mecanicas ou
fisicoquimicas dos espermatozoides. Além disso como o método de sele¢do ndo precisa de
centrifuga ou equipamento de laboratorio, ele provou ser uma opg¢ao eficaz e vidvel para a

selecdo de espermatozoides (LARENTIS et al., 2018). Integridade ¢ funcionalidade da
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membrana espermatica, bem como cinética aumentada foram observadas apds o uso do

dispositivo de sele¢ao (LARENTIS et al., 2018).

Figura 7 - Desenho esquematico do dispositivo de filtracdo/migracao

Diluted semen
—— L 15 um pore filter

E=——1 Skim milk

b o

Fonte: modificado de Larentis et al. (2018).

2.5 Selecdo e sexagem por nano-particulas magnéticas

Um método mais recente, que além de fazer a selecdo faz a sexagem dos
espermatozoides através de nano-particulas magnéticas vem ganhando for¢ca no mercado cavalo
pois a predilecdo por sémen sexado de garanhdo ¢ importante no ponto de vista da aplicagao
comercial, afetiva e da tecnologia na industria equina (CASTEX, 2016). Nos cavalos de polo
ha uma demanda maior por fémeas (PANARACE et al.,2014), enquanto os machos sao
preferidos para corrida ou rédea. Nos leildes de cavalos de corrida pagam precos mais altos para
machos do que para fémeas. No oeste dos Estados Unidos, as fémeas sdo preferidas como
cavalos de sela para o gado, enquanto os machos sao preferidos para cavalos de rédea. Na racga

Quarto de Milha de corrida os pregos pagos pelas fémeas com um ano de idade, excedem em
muito os precos dos machos (SAMPER et al, 2012).

A tecnologia de separagdao magnética de células ¢ um método para a preparacao de
espermatozoides usada recentemente na técnica de reprodugdo assistida. Esta tecnologia, tem
mostrado que se pode separar espermatozoides com motilidade, vidveis e morfologicamente
normais que toleram significativamente a criopreservacdo e tem um melhor potencial de
fertilizacdo. Permite a separacdo de espermatozoides apoptdticos mesmo nos machos com
parametros espermaticos normais (MAKKER et al., 2008).

Segundo Chan et. al, (20016) espermatozoides femininos possuem carga elétrica de -20

milivolts (Mv), enquanto os masculinos carregam carga de -16 Mv. A técnica baseia-se nessa



23

diferenga de cargas entre as membranas espermaticas, utilizando nano-particulas magnéticas
com carga suficiente para atrair apenas as células contendo o cromossomo Y (macho). As
nanoparticulas (NP) utilizadas s3o a base de magnetita e revestidas com silica e possuem
diametro de 50 nm, verifica-se se as esferas de nano-particulas magnéticas foram suspensas
invertendo o tubo que as contém.

A suspensdo formada por essas NPs ¢ preta e deve ser homogeneizada antes de ser
adicionada a solu¢do espermatica com meio. Uma proporcao de 3: 1 (esferas: espermatozoides)
deve ser usada. Coloca-se para incubar durante 4 minutos, e depois a parede do tubo ¢ colocada
em contato contra o ima por 20 minutos. O ima ¢ composto por trés zonas circulares magnéticas
contidas numa estrutura de acrilico. NPs sao carregados negativamente em meios onde o pH ¢
de cerca de 7,0. Assim, os espermatozoides "Y" que tém uma carga positiva (menos potencial
zeta negativo do que o SPZ X)) no nivel da membrana foram atraidos para essas esferas negativas
e depois para as 3 zonas circulares magnéticas. Os espermatozoides "X" foram mantidos em
suspensdo sem aderir a essas areas na parede interna do tubo. Apos 20 minutos se coleta o
esperma "Y" e se esvazia a solugdo do tubo, mesmo em suspensido, em um novo tubo de 15 ml
(CASTEX, 2016).

De acordo com Castex, a sexagem por nano-particulas magnéticas garante a
manuten¢do da qualidade do sémen dos animais, oferecendo maior eficiéncia com menor custo,
ao contrario de outras técnicas ja disponiveis no mercado.

Naturalmente, a média de espermatozoides que carregam o cromossomo Y (macho) e o
cromossomo X (fémea) gira em torno de 50% cada. Depois do processo de sexagem do sémen,
a porcentagem de fémeas na dose inseminante aumenta para 90%. Apds o procedimento o
sémen pode ser utilizado a fresco, refrigerado por até 12 horas ou congelado para uso posterior

(CASTEX,2016).

Figura 8 - Passo a passo da separacao espermatica por Nano-particulas magnéticas
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Legenda: A) Suspensdo Nano-particulas magnéticas; B) Adicdo Nano-particulas na suspensdo e espermatozoides;
C) Separacdo dos espermatozoides Y para o imd; D) Areas de nanoparticulas e espermatozoides "Y" aderidas a
parede do tubo posterior a coleta com o ima.

Fonte: modificado de Castex (2016).
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3 CONCLUSAO

A técnica ideal de separagdo de espermatozoides foi postulada para ser rapida, facil e
econdmica, isolar tantos espermatozoides moveis quanto possivel, ndo causar danos ao sémen,
ou alteracdes nao fisiologicas ao espermatozoide separado, eliminar espermatozoides mortos e
outras células, incluindo leucécitos, eliminar substancias toéxicas ou bioativas como fatores de
decapacitacao ou espécies reativas de oxigénio (ROS) e permitir o processamento de grandes
volumes de ejaculados (HENKEL & SCHILL, 2003 ). Até¢ o momento, nenhuma dessas técnicas
descritas foi capaz de atingir todos esses objetivos e por essa razao pesquisas sobre esse assunto
devem continuar sendo feitas.

Nenhum método de diagndstico pode compensar o mal manejo dos espermatozoides,
nem superar quaisquer problemas fisiologicos que a égua possa ter em ser capaz de conceber e
levar a termo uma gestagao. Nosso objetivo como veterinarios € lidar com esses cenarios, a fim
de melhorar a qualidade do esperma e fertilidade dos cavalos com os quais vamos trabalhar

podendo usar métodos como os descritos acima
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