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ABSTRACT

The objective was to evaluate the sperm morphometry between normal and pathological cells in Saimiri
cassiquiarensis aiming at the future use of data in CASA (Computer Assisted Sperm Analysis). Semen was
collected from a male (S. cassiquiarensis) by electroejaculation. After collection, a smear in the proportion of 1:
1 (semen and eosin-nigrosin stain) was performed, and 100 sperm were measured and morphologically classified
as normal and pathological defects (major and minor). Of the total sperm analyzed, 48% were classified as
normal and 52% pathological. Of the pathologies, the most frequent was a folded tail (40%), followed by a
strongly folded tail (5%), curled tail (2%) and isolated head (5%). The morphometric data showed no statistical
difference (p<0.05) between normal and pathological defects. This is the first description for the sperm
morphometry in Saimiri cassiquiarensis, therefore, from this database, future assessments at CASA can be
conducted for this species.
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INTRODUCAO

A morfometria espermatica ¢ uma ferramenta pratica para estudos filogenéticos
(GARCIA et al., 2003) e competicdo espermatica (SAMPAIO et al., 2017a), além dos dados
servirem como parametros na avaliacdo da motilidade e morfologia espermatica
computadorizada, sendo essas apontadas por diversos autores como importante ferramenta na
selecdo de ejaculados (MATOS et al., 2008).

O CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) tem como objetivo de visualizar,
digitalizar e processar imagens com videomicrografia de alta defini¢do (30 ou 60 Hz), com
altos niveis de precisdo e confianca. Entretanto, para o software analisar uma amostra,
necessita-se a validagdo, fornecendo manualmente um banco de dados com o tamanho
maximo ¢ minimo do didmetro, area, perimetro, elipticidade, alongamento, regularidade e
rugosidade da cabega, somente assim o computador ira diferenciar um detrito do
espermatozoide, dentro da faixa do tamanho de cabeca pré-estabelecida, e, aquelas particulas
presentes na imagem com tamanho abaixo o acima deste limiar serdo considerados parte do
fundo e descartadas pelo software (MATOS et al., 2008).

Muito tem se avancado no quesito fisiologia e biotecnologia reprodutiva no género
de primatas neotropicais Saimiri (SAMPAIO et al., 2017b). Contudo, ainda existem espécies
pouco estudadas, como ¢ o caso do S. cassiquiarensis em que foi explorado descri¢do inicial
do sémen, mas sem morfometria espermatica (OLIVEIRA et al., 2016).

A qualidade espermatica em Saimiri spp. tem sido avaliada subjetivamente, usando
estimativa visual de parametros de motilidade individual (OLIVEIRA et al., 2016). Contudo,
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existe uma variacao de 30 a 60 % na andlise desses pardmetros, devido a limitacdo do olho
humano em quantificar as subpopulagdes espermaticas (MATOS et al., 2008). Portanto,
torna-se importante a avaliacdo da morfometria espermatica para auxiliar na dissimetria entre
as espécies, selecionar ejaculados, classificar e diferenciar as células espermaticas do detrito
seminal e/ou superposi¢cdo de células para o uso no CASA. Desta forma, o objetivo do
presente trabalho foi descrever a morfometria espermatica em Saimiri cassiquiarensis
avaliando a diferenca entre espermatozoides normais e anormais, visando futuramente a
utilizagdo dos dados para a configuragdo da analise espermatica computadorizada em
individuos da mesma espécie.

MATERIAL E METODOS

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa
e o Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto Mamiraud de Desenvolvimento
Sustentavel (n® 002/2012), e pelo Sistema de Autorizacdo e Informacao em Biodiversidade
(SISBIO / ICMBIO / MMA n° 299.006-1). Este estudo foi realizado com um macho de
macaco-de-cheiro (S. cassiquiarensis) de vida livre, sexualmente maduro e saudavel,
capturado na Reserva Mamiraua de Desenvolvimento Sustentavel. As amostras foram
coletadas e processadas segundo Oliveira et al. (2015). Apdés a obtencdo do sémem por
eletroejaculagdo, o animal foi encaminhado para os procedimentos de soltura. Enquanto o
sémen foi colocado em banho maria a 37 °C por 1,5 hora em diluente ACP-118® (4gua de
coco em pod; 300mOsm kg-1 e pH 7,8; ACP Biotecnologia, Fortaleza, Ceard, Brasil), para a
liquefagdo do codgulo. Apos a liquefacao, foi adicionado eosina-nigrosina (SuL. Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil) ao sémen diluido (1:1), e realizado o esfregaco em uma lamina pré-aquecida
(37 °C).

Morfologia e Morfometria Espermatica

Foram contados 100 espermatozoides e classificados quanto a morfologia como
normais ou com alteracdo (na cabega, peca ou cauda), com auxilio de microscopio (Leica DM
LS 2, Leica Microsystems, Aargau, Suica), na ampliacdo de x1000. Para a analise
morfométrica, imagens dos espermatozoides foram capturadas com uma camera Canon (R
Power Shot S50) e processadas com o software Canon R Utilities Zoombrowser (EX 690
19962004, 5.0, Australia). As mensuragdes foram realizadas no software Image J R 1.46r
(Wayne Rasband National Institutes of Health, IH, Bethesda, MD, EUA) conforme Sampaio
et al., (2017a). Foram mensurados: area (um?), perimetro (um), comprimento (um) e largura
(um), elipticidade, alongamento, rugosidade e regularidade.

Analise Estatistica

Todos os dados foram expressos como médiastdesvio padrao (DP) e analisados pelo
Minitab software (Minitab Inc 2013, versdo Minitab® 17.1.0). As variaveis foram checadas
quanto a sua normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e para comparagao foi utilizada
ANOVA One Way quando os dados apresentaram uma distribuicdo normal e Wilcoxon
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quando apresentaram distribuigdo anormal. As unidades estatisticas foram os espermatozoides
(n=100), e o nivel de significancia adotado foi p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme descrito na Tab. 01, 48% dos espermatozoides foram classificados como
normais e 52% como patologicos (defeitos maiores e menores). Das patologias, a mais
frequente foi cauda dobrada (40 %), seguida de cauda fortemente dobrada (5%), cauda
enrolada (2%) e cabeca isolada (5%). Quando se considera a morfologia espermatica, a
porcentagem de patologias esta de acordo com outras espécies do género (S. collinsi e S.
vanzolinii) (SAMPAIO et al., 2017a).

Tabela 01: Média (=DP) da morfometria espermatica da cabeca espermatica do sémen in
natura de S. cassiquiarensis (grupo normal e patoldgico) (n=1).

Parametros Normal (n=48) Patologico (n=52)
Comprimento 6,95 +0,38% 6,38 £ 0,492
Largura 5,09 +0,36° 5,15+0,342
Area 27,85 +2,92° 27,873 +3,27°
Perimetro 20,00 + 0,95° 19,95 £ 1,23¢2
Elipticidade 1,37 +0,09* 1,34 £0,09*
Alongamento 0,15+0,032 0,14 £0,03?
Regularidade 0,99 + 0° 0,99 +0*
Rugosidade 0,87

Para a morfometria, todos os pardmetros mensurados ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa entre células normais e patologicas, sugerindo que os defeitos ndo
interferem na morfometria da cabeca espermatica. Foi demonstrado que a cabega espermatica
dos normais ¢ aparentemente maior (Comprimento, largura, 4rea e perimetro,
respectivamente) em S. cassiquiarensis (6,95+0,38 - 5,09+0,36 - 27,85+2,92 - 20,00+0,95) do
que descrito por Sampaio et al. (2017a) para S. collinsi (6,2+0,01 - 4,63+0,01 - 21,0+0,10 -
17,4+0,04) e S. vanzolinii (6,8+0,01 — 4,8+0,01 - 25,4+0,09 - 19,1+£0,03), corroborando a
utilizagdo desse parametro para caracterizar as espécies e dar suporte a estudos
filogeograficos e evolutivos (ALFARO et al., 2015), taxonOmicos, filogenéticos
(STEINBERG et al., 2009) e reprodutivos (SAMPAIO et al., 2017a).

Estudos morfométricos, sdo necessarios para caracterizar uma espécie e definir os
padrdes de qualidade seminal, auxiliando na selecdo de machos em programas de reproducao.
Dentre varios fatores que podem gerar uma variabilidade na estimativa dos parametros
mensurados pelo CASA, esta a identificagcdo, configuragdo, validacao e controle de qualidade
da espécie, onde o sistema apresenta uma configuracdo unica espécie-especifica. Para o
primeiro passo ¢ fazer a identificagdo correta da espécie e da amostra, pois pardmetros
morfométricos do esperma estabelecidos para a analise em S. collinsi (SAMPAIO et al.,
2017a), por exemplo, difere do sémen de S. cassiquiarensis. Portanto, além de reforgar
estudos evolutivos, caracterizar e diferir espécies, os dados servem como parametros basicos
para a analises futuras em CASA do sémen de S. cassiquiarensis.
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CONCLUSOES

No presente estudo, conclui-se que ndo ha diferenca estatistica significativa na
morfométria da cabega entre espermatozoides normais e patologicos de Samiriri
cassiquiarensis. Além de reforcar estudos evolutivos, caracterizar e diferir espécies, os dados
obtidos servem como pardmetros basicos para pesquisas futuras em sistemas
computadorizados de analise espermatica no género Saimiri.
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