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RESUMO

A selecdo de espermatozoides viaveis é uma etapa crucial durante a producdo in vitro de
embrides, entretanto, os atuais métodos para isso envolvem centrifugacdo e podem ser
prejudiciais as células. Por essa razao, estdo sendo estudados dispositivos microfluidicos
que permitem a selecdo dos espermatozoides sem interferéncias externas. O
polidimetilsiloxano (PDMS) é o material mais utilizado na confeccdo de dispositivos
microfluidicos, porém é extremamente hidrofdbico, dificultado o preenchimento de
canais do dispositivo. Até 0 momento ndo ha estudos com selecdo espermatica em
carneiros, assim como ndo ha estudos avaliando a influéncia da aplicacdo do plasma
atmosférico nos dispositivos microfluidicos. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
definir pardmetros para aplicagéo do plasma atmosférico para modificacdo de superficie
de PDMS e avaliar a eficiéncia de um dispositivo microfluidico na selecdo de
espermatozoides de carneiros a partir da quimiotaxia. Para o primeiro experimento, foram
fabricados discos de PDMS que receberam o tratamento com plasma e foram avaliados
apos Oh, 3h, 6h, 9h e 24h para molhabilidade. Apos isso, foram fabricados dispositivos
microfluicidos com PDMS para o segundo experimento, que possuiam um reservatorio
de entrada interligado a trés reservatérios de saida. O grupo controle consistiu em
dispositivos ndo tratados, enquanto o grupo tratamento correspondia aos dispositivos
tratados com plasma durante 15 minutos. Imediatamente ap6s a aplicacéo, os dispositivos
eram preenchidos com trés meios diferentes nos reservatdrios de saida, sendo eles: meio
de FIV, solucdo NaCl 0,9%, e meio de MIV. Apds isso, o reservatorio de entrada foi
preenchido com amostra de espermatozoides epididimarios de carneiro. O dispositivo foi
incubado por 35 minutos e, posteriormente, as amostras foram coletadas para avaliar 0s
parametros de motilidade através do CASA, morfologia com uso de rosa bengala, e
viabilidade e integridade, através de microscopia de fluorescéncia e teste hisposmético,
respectivamente. Os dados foram expressos em valores de média + desvio padrédo.
Primeiramente, os dados foram examinados quanto a normalidade usando o teste de
Shapiro-Wilk e para a homocedasticidade usando teste de Levene. Diferencas foram
consideradas significativas quando p < 0,05. Em relacdo a molhabilidade, foi possivel
verificar que a aplicacdo do plasma atmosférico alterou a superficie de PDMS para
altamente hidrofilica até 3 horas (27,31° + 5,61°) ap6s a aplicacao do plasma (p < 0,05).
Com o passar do tempo verificou-se que o0 angulo de contato apresentou aumento gradual,
porém ainda inferior ao avaliado antes do tratamento (86,31° + 8,16°). J& em relacdo a
selecdo espermaética, observou-se que o meio FIV do grupo tratamento apresentou
parametros superiores para motilidade total (58,4 + 16,9) e motilidade progressiva (43,9
+ 18,9) em relacdo aos demais meios testados (p < 0,05) e sendo semelhante com as
amostras selecionadas pelo gradiente de Percoll em todos os parametros. Além disso, a
aplicacdo do plasma atmosférico ndo influenciou na sele¢do de espermatozoides, ou seja,
0 uso ou ndo do plasma atmosférico ndo causa melhorias ou facilidade na sele¢do. Dessa
forma, a confecgdo de um novo dispositivo microfluidico foi eficiente na sele¢do de
espermatozoides de carneiros quando comparado ao gradiente de Percoll.

Palavras-chave: Producgéo in vitro. Fertilizagdo. Reproducdo. Pequenos ruminantes.
Selecéo espermatica.
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ABSTRACT

The selection of viable sperm is a crucial step during the in vitro production of embryos,
however, current methods for this involve centrifugation and can be harmful to cells. For
this reason, microfluidic devices that allow sperm selection without external interference
are being studied. Polydimethylsiloxane (PDMS) is the most widely used material in the
manufacture of microfluidic devices, but it is extremely hydrophobic, making it difficult
to fill the device's channels. To date, there are no studies with sperm selection in sheep,
as well as no studies evaluating the influence of the application of atmospheric plasma on
microfluidic devices. Thus, the objective of this study was to define parameters for the
application of atmospheric plasma for PDMS surface modification and to evaluate the
efficiency of a microfluidic device in the selection of sheep spermatozoa from
chemotaxis. For the first experiment, PDMS discs were manufactured and treated with
plasma and evaluated after Oh, 3h, 6h, 9h and 24h for wettability. After that, microfluidic
devices with PDMS were manufactured for the second experiment, which had an inlet
reservoir interconnected to three outlet reservoirs. The control group consisted of
untreated devices, while the treatment group corresponded to the plasma-treated devices
for 15 minutes. Immediately after application, the devices were filled with three different
media in the outlet reservoirs, namely: IVF medium, 0.9% NaCl solution, and IVM
medium. After that, the inlet reservoir was filled with sheep epididymal sperm samples.
The device was incubated for 35 minutes and, subsequently, samples were collected to
evaluate motility parameters through CASA, morphology with the use of rose cane, and
viability and integrity, through fluorescence microscopy and hisposmotic test,
respectively. Data were expressed as mean + standard deviation values. First, the data
were examined for normality using the Shapiro-Wilk test and for homoscedasticity using
the Levene test. Differences were considered significant when p < 0.05. Regarding the
wettability, it was possible to verify that the application of atmospheric plasma changed
the PDMS surface to highly hydrophilic up to 3 hours (27.31° + 5.61°) after plasma
application (p < 0.05). Over time, it was found that the contact angle showed a gradual
increase, but still lower than that evaluated before the treatment (86.31° + 8.16°).
Regarding sperm selection, it was observed that the IVF medium of the treatment group
presented superior parameters for total motility (58.4 + 16.9) and progressive motility
(43.9 £ 18.9) in relation to the other means tested (p < 0.05) and was similar to the samples
selected by the Percoll gradient in all parameters. In addition, the application of
atmospheric plasma did not influence sperm selection, i.e., the use or not of atmospheric
plasma does not cause improvements or ease in selection. Thus, the manufacture of a new
microfluidic device was efficient in the selection of spermatozoa from sheep when
compared to the Percoll gradient..

Keywords: In vitro production. Fertilization. Reproduction. Small ruminants. Sperm
selection.
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1. INTRODUCAO

A criacdo de ovinos no Nordeste representa uma atividade extremamente
importante, tanto a nivel cultural, como econémico, pois representa importante fonte de
renda para muitas familias. Na regido Nordeste, na maioria das vezes, sdo encontrados
animais mestigos, cruzados com ragas nativas, que permite que 0s animais apresentem
boa produtividade e rusticidade ao clima da regido semiarida (NASCIMENTO et al.,
2022).

Apesar do crescimento no quantitativo de animais, poucas biotécnicas sdo
aplicadas na producdo de pequenos ruminantes, sendo necessario mais estudos para
avancar o conhecimento. A producéo in vitro de embrides consiste em uma biotécnica
que pode ser utilizada para alcancar esse objetivo através do uso de gametas masculinos
e femininos previamente selecionados (PARAMIO; IZQUIERDO, 2016).

A selecdo espermatica permite separar espermatozoides moveis e vidveis daqueles
imdveis e mortos, além de eliminar o plasma seminal, diluentes e crioprotetores presentes
na amostra de sémen (VEGA-HIDALGO et al., 2022). Em laboratério, técnicas como o
método de swim-up e o gradiente de densidade sdo comumente empregadas. No entanto,
0 processo de centrifugacdo associado a essas técnicas pode resultar em danos mecanicos
aos espermatozoides, além de promover o aumento de radicais livres e reduzir a
integridade da membrana. (SANO et al., 2010; LI et al., 2016).

A microfluidica passou a ser utilizada por proporcionar a selecdo de
espermatozoides mdveis sem a necessidade de centrifugacdo, utilizando a manipulagédo
de pequenos volumes de amostra e reagentes de forma rapida e eficiente (MARZANO et
al., 2020). Atualmente, o polidimetilsiloxano (PDMS) destaca-se como o principal
material para a fabricacdo de dispositivos microfluidicos, devido a sua facil obtencédo e
manuseio, e por demonstrarem resultados positivos na selecdo espermatica (SMITH,;
ROCHA,; KELLER, 2015).

Diversos estudos investigaram a eficacia da selecdo espermatica por meio de
microfluidica em varias espécies, incluindo humanos (ZHANG; YIN; YANG, 2015;
KISHI etal., 2015; OZCANet al., 2021), camundongos (KOYAMA et al., 2006), equinos
(GONZALEZ-CASTRO; CARNEVALE, 2019; ORSOLINI et al., 2022), bovinos
(NAGATA et al., 2018; OGATA et al.,, 2021; FERNANDES et al., 2022; VEJA-
HIDALGO et al., 2022) e suinos (SANO et al., 2010; MATSUURA et al., 2013), todos

apresentando resultados promissores para o emprego de dispositivos microfluidicos. No
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entanto, até o momento, ndo foram conduzidas pesquisas referentes a selecdo de
espermatozoides ovinos atraves da quimiotaxia em dispositivo microfluidico.

Apesar das vantagens, alguns desafios persistem com o uso de PDMS na
fabricacdo de dispositivos para selecdo espermatica, sendo a hidrofobicidade da
superficie um dos principais obstaculos a serem superados (SHIELDS et al., 2017).
Atualmente, algumas técnicas tém sido empregadas para enfrentar esse problema, como
a hidrofilizacdo do PDMS por meio da aplicacao de plasma atmosférico. Essa abordagem
visa facilitar o enchimento e o fluxo de liquido no dispositivo. Entretanto, € importante
observar que a recuperacao hidrofobica tende a ocorrer em um curto periodo de tempo
devido a difusdo das cadeias de baixo peso molecular da maior parte do PDMS para a
superficie (BODAS; KHAN-MALEK, 2007).

O uso do plasma atmosférico corresponde ao uso de plasmas frios a pressao
atmosférica (CAP), com plasmas que geram temperaturas ndo superiores a 40°C no local
alvo do tratamento. A maioria dos equipamentos de jato de plasma usa gases nobres como
o0 hélio ou argdnio como gas de trabalho. A corrente de plasma resultante é conduzida ao
longo do fluxo de gas e pode ser colocado em contato direto com a superficie a ser tratada
(VON WOEDTKE et al., 2020).

Alguns estudos ja abordaram a utilizacdo de plasma atmosférico no dispositivo
microfluidico, seja para promover uma adesdo mais robusta entre 0 PDMS e o vidro, ou
para contornar os desafios relacionados a hidrofobicidade (PHIPHATTANAPHIPHOP et
al., 2020). Contudo, permanece incerto se a aplicacdo do plasma atmosférico exerce
alguma influéncia na selegdo de espermatozoides. Além disso, ndo ha clareza quanto a
duracéo da hidrofilicidade no dispositivo ao longo do tempo.

Dessa forma, o objetivo deste estudo é avaliar a molhabilidade da superficie de
PDMS ao longo de 24 horas ap6s aplicacdo de plasma atmosférico de hélio, verificar a
selecdo espermatica de espermatozoides de carneiros através de quimiotaxia e comparar

a influéncia do plasma atmosférico na selegcéo de espermatozoides.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Ovinocultura

No Nordeste, a ovinocultura desempenha um papel social e econdmico de grande
importancia, sendo considerada uma atividade de subsisténcia para muitas familias. O
efetivo de ovinos na regido Nordeste representa 69% do total do pais, sendo que os
estados da Bahia, Ceara e Pernambuco séo os principais representantes (IBGE, 2022).
Em geral, ha predominancia na criagdo de animais nativos, sem padréo racial definido e
com boa adaptabilidade as condi¢es climaticas da regido (MENDES et al., 2014;
DEBORTOLI et al., 2021).

A criacdo de ovinos permite a exploracao de carne, pele e visceras a partir de um
baixo investimento inicial e, no Nordeste, estas atividades sao realizadas tradicionalmente
de forma extensiva, diferentemente do que € visto nas regides Sul e Sudeste, em que 0s
animais sdo criados em sistema de confinamento. Neste caso, um dos principais desafios
na criacdo de ovinos no Nordeste € a falta de alimentacdo devido a irregularidade das
chuvas, podendo se tornar uma atividade de risco durante periodos de estiagem (COSTA
etal., 2010; SANTOS et al., 2023).

A falta de planejamento e organizacdo durante momentos de reducéo de oferta de
alimento causa déficit produtivo consideravel nos animais, tanto em relacdo ao valor de
mercado de carne, como nos indices reprodutivos (SANTOS et al., 2023). Dessa forma,
a ndo adog&o de tecnologias que visem aumentar o potencial produtivo dos rebanhos e
minimizar os efeitos negativos da estacionalidade reprodutiva, pode reduzir
consideravelmente o potencial produtivo da espécie (CAVALCANTE et al., 2005).

Na exploragdo de pequenos ruminantes, a eficiéncia reprodutiva é ponto crucial
na viabilidade econémica e produtiva. Apesar dos machos contribuirem com 50% da
genética de suas proles, 0 impacto que esses possuem na reproducao € superior, visto que
sera utilizado para diversas fémeas do rebanho. Apesar disso, poucos produtores utilizam
as tecnologias reprodutivas disponiveis atualmente para a espécie (MAQUIVAR;
SMITH; BUSBOOM et al., 2021; AL-JARYAN et al., 2023).

As biotecnologias da reproducgéo permitem organizar o rebanho e melhorar indices
produtivos com base no melhoramento genético dos animais (SIMOES, 2021). O sucesso
em biotecnologias, como inseminacdo artificial e producdo in vitro de embrides (PIVE),
estdo diretamente relacionados a qualidade e maturacao de odcitos, assim como a selecédo
de espermatozoides de boa qualidade (OLIVEIRAS et al., 2019).
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A PIVE consiste em uma técnica de varias etapas, como maturacao in vitro (MIV)
de odcitos recuperados de foliculos de animais in vivo ou pos-mortem, fertilizagao in vitro
(FIV) e cultivo in vitro (CIV) de zigotos até o estdgio de blastocisto. Posteriormente, o
blastocisto pode ser transferido para uma fémea receptora ou ser criopreservado para
posterior uso. Entretanto, em comparacdo com outros animais de producéo, tecnologias
de reproducéo assistida em pequenos ruminantes ainda necessitam de maior investigagéo
para avancar (PARAMIO; IZQUIERDO, 2014).

Antes de aplicar alguma biotécnica, uma etapa importante € ter o conhecimento
sobre a fisiologia reprodutiva e a capacidade de producédo de espermatozoides, para entéo
alcancar o alto desempenho do rebanho, visto que ha necessidade de desenvolver
estratégias na preparacao dos espermatozoides, pois na maioria das biotécnicas, sdo
necessarias células criopreservadas. (COSTA et al., 2015; OLIVEIRAS et al., 2019).

A qualidade dos espermatozoides pode variar entre animais e em relacdo a
nutrigdo e estacdo. Quando a coleta de sémen é realizada durante a primavera e o verao,
h& menor producdo de espermatozoides, além dos espermatozoides apresentarem maior
porcentagem de anormalidades, o que, consequentemente, causa reducdo geral na
fertilidade dos animais (BOLAND et al., 1985). Além disso, a manipulacdo e os métodos
de preservacao do sémen também podem interferir na qualidade da amostra.

O processamento do sémen, como diluigdo, refrigeramento, congelamento e
descongelamento reduz a longevidade dos espermatozoides. Apesar de ainda ter niveis
aceitaveis para inseminacdo cervical, a fertilidade pode diminuir, podendo ser indicada
em alguns casos a inseminagao intrauterina ou a fertilizagdo in vitro (DAVID et al., 2015;
KOP et al., 2015; FAIR et al., 2019).

Para a fertilizacdo in vivo ou in vitro, a motilidade corresponde a uma das
caracteristicas mais importantes do espermatozoide (TSAKMAKIDIS, 2010). A selecédo
espermatica representa uma etapa importante para isolar células com melhores
pardmetros. Para isso, métodos com o gradiente de Percoll e Swim-up podem ser
utilizados e apresentam bons resultados (OLIVARES et al., 2019). Entretanto, por
demandarem de centrifugagdo em uma ou mais etapas, podem acabar causando danos na
integridade dos espermatozoides, ndo atingindo todo o potencial que uma sele¢do
espermatica pode providenciar. Por isso, novas técnicas, como a selec¢éo por microfluidica

passaram a ser estudadas.
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2.2. Microfluidica

Os dispositivos microfluidicos possuem importantes aplicagdes no ramo da
medicina e biologia, sendo vinculados a tecnologias como “laboratério em um chip” (lab-
on-a-chip) e 6rgdo em um chip (organ-on-a-chip) (TONY et al., 2023). Devido a alta
demanda por procedimentos de anélises mais rapidos, houve expanséo consideravel nesse
ramo da biotecnologia, tanto na pesquisa como na aplicacdo industrial (SHAKERI,
KHAN; DIDAR, 2021).

A concepcéo de lab-on-a-chip comecou a ser pensada na década de 1990, quando
ja se buscava realizar todas operacfes de bancada em um Unico microdispositivo. Dessa
forma, os pesquisadores teriam maior controle sobre o volume de liquidos utilizados,
reducdo de custos de amostras e reagentes, alem do processo ocorrer de forma mais rapida
(ABGRALL et al., 2007; TURIM et al., 2018).

Os dispositivos microfluidicos proporcionam uma ampla gama de vantagens,
sendo aplicaveis na separacao de células, na quantificacdo de biomoléculas como DNA,
RNA, proteinas e lipidios e isolamento de células tumorais circulantes (COLUCCIO et
al., 2019; AYUSO et al., 2022). Devido ao fato dos dispositivos serem capazes de
mimetizar condigdes fisiologicas, esses podem ser aplicados como modelos capilares in
vitro para compreender as caracteristicas de véarios tipos de células
(SIVARAMAKRISHNAN et al., 2020).

Apesar das vantagens possibilitadas pelo uso de microtecnologia, ha necessidade
de se ter conhecimento operacional prévio para permitir a aplicacdo da técnica. Os
operadores necessitam de treinamento para pipetar corretamente nos micropogos de
entrada, evitando a introducéo de ar ou formacdo de bolhas nos canais, e para depositar
as células em tempo adequado, de forma ndo muito rapida, a fim de evitar estresse e morte
celular (TURIM et al., 2018).

A classificacdo dos dispositivos microfluidicos quanto a separacdo de
espermatozoides pode ser dividida em duas categorias principais: ativos e passivos. A
distin¢do entre elas reside no processo de sele¢do. Nos dispositivos ativos, a separacao é
conduzida por forgas externas, enquanto nos passivos, a geometria dos canais do
dispositivo e as forcas hidrodindmicas desempenham o papel predominante na selecéo.
Portanto, € crucial que os pesquisadores realizem uma avaliacdo minuciosa durante o
desenvolvimento e sele¢cdo de um dispositivo, garantindo que este atenda de maneira
precisa as suas necessidades especificas (BHAGAT et al., 2010;
SIVARAMAKRISHNAN et al., 2020).
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Inicialmente, os primeiros dispositivos microfluidicos eram fabricados em silico
e vidro, porém, para aplicagdes em medicina e biologia, seria necessario elaborar
dispositivos descartaveis para evitar contaminacao de amostra, assim como ter produgdo
mais rapida e menos especializada (BECKER; GARTNER, 2008; TURIM et al., 2018).
Atualmente, dentre os materiais utilizados para fabricacao de dispositivos microfluidicos,
0 polidimeltiloxano (PDMS) tem destaque, principalmente devido a sua fabricagéo
simples e rapida, sendo o elastdmero mais utilizado para essa finalidade (JOHNSTON et
al., 2014).

Entretanto, 0 PDMS apresenta a desvantagem de possuir natureza hidrofdbica,
que leva ao acimulo de microorganismos, desnaturacdo e formacéo de bolhas, podendo
ser probleméatica em aplicacBes bioldgicas. Ao trabalhar com solucGes aquosas em
dispositivos microfluidicos de PDMS, o preenchimento de canais pode ser dificultado
devido a hidrofobicidade do material, aumentando a chance de formacéo de bolhas de ar
no dispositivo devido a falta de forcas capilares e impedindo que haja conexao entre 0s
extremos do dispositivo (SHAKERI; KHAN; DIDAR, 2021).

Com o uso de técnicas de hidroxilacao, é possivel modificar a natureza do material
para hidrofilica, entretanto, essa caracteristica adquirida € temporaria. Diversas técnicas
foram desenvolvidas para permitir a modificacdo da superficie de PDMS, como plasma
de oxigénio, descargas corona (HILLBORG; GEDDE, 1998) e radiagdo UV (HU et al.,
2002; SHAHSAVAN et al.,, 2015). Park et al. (2012) demonstraram ainda que o
tratamento com agua fervente por 1 hora também pode ser um método barato e eficaz
para gerar grupos hidroxila na superficie do PDMS. Entretanto, o periodo de estabilidade
da hidrofilicidade da superficie pode variar consideravelmente, tanto conforme as
proporcbes empregadas na fabricacdo do material quanto de acordo com 0s parametros
especificos de cada uma das técnicas utilizadas.

Dentre 0os métodos citados, 0 uso do plasma de oxigénio € um dos mais
conhecidos, sendo utilizado em diversos estudos para modificacdo de superficie de
PDMS. Nesse método, & medida que a poténcia e o tempo de aplicagcdo do plasma
aumentam, o angulo de contato do PDMS diminui, indicando maior hidrofilicidade da
superficie (JUAREZ-MORENO et al., 2015). De acordo com Jofre-Reche et al. (2016),
apos cerca de 24 horas do tratamento, ocorre a recuperacdo hidrofébica parcial ou
completa, com reducdo visivel das propriedades alcangadas com o tratamento do plasma.

22



O 00 N o u b~ W N R

w W W W W N N N N NN N NN NN NN PR R R R, R R R
A W N P O O 0O N O B B W N R O LV 0O N O U~ W N -, O

2.3. Selecdo espermatica por Microfluidica

Devido ao aumento nos casos de infertilidade e a crescente comercializagéo de
animais e de genética aprimorada, as biotecnologias da reproducao tém experimentado
notavel avan¢o nos Gltimos anos, sempre em busca de resultados superiores. A selecédo de
espermatozoides vidveis com danos minimos é uma das vertentes de estudo com maior
destaque nesse contexto, buscando aumentar o nimero e qualidade dos individuos de raca
pura, para preservar espécies ameacadas de extincdo e para aprimorar o0 campo da
pesquisa (MARZANO et al., 2019).

Os dois métodos comumente adotados na rotina clinica para selecdo de
espermatozoides sdo 0 método swim up e o gradiente de densidade. O swim up separa 0s
espermatozoides de acordo com a motilidade espermatica, enquanto o gradiente de
densidade separa de acordo com a densidade dos espermatozoides. Apesar de ambos 0s
procedimentos buscarem isolar células viaveis, estes dependem de etapas de
centrifugacgdo, que pode causar estresse oxidativo e, consequentemente, gerar danos aos
espermatozoides (KIM et al., 2013; PALERMO; NERI, 2015).

No swim up, 0s espermatozoides moveis percorrem uma distancia do pellet até
uma camada de meio fresco na parte superior do tubo. No entanto, é necessario o uso de
estimulos quimicos e solu¢des tampdo, 0s quais podem potencialmente ocasionar danos
as células. Por outro lado, no método de centrifugacdo por gradiente de densidade, as
forcas geradas pela centrifuga sdo empregadas para separar 0s espermatozoides de acordo
com seu gradiente de densidade. Entretanto, essa abordagem pode resultar em pressédo
excessiva e forca de cisalhamento sobre os espermatozoides, podendo comprometer suas
propriedades naturais (LAUGA; POWERS, 2009; ABED; ZADEHMODARRES, 2015;
WU etal., 2017).

Além disso, foi observado que o Percoll®, solucéo utilizada para criar gradiente
de densidade durante a centrifugacdo € citotdxica, causando respostas inflamatdrias no
trato reprodutivo feminino e lesdes ultraestruturais e endotdxicas aos espermatozoides,
diminuindo a qualidade e a producdo de embrides. Devido a isto, o Percoll® passou a ser
proibido para uso em humanos e, para equinos, ja ha substituicdo dessa solucéo pelo
Equipure™, na tentativa de evitar danos aos espermatozoides (DE VOS et al., 1997;
SODERLUND et al., 2000; ORSOLINI et al., 2021).

Com o intuito de mitigar essas questdes e viabilizar uma selecao espermaética mais

eficiente e 4gil, comecaram a ser implementadas tecnologias que envolvem o uso de
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dispositivos microfluidicos. O dispositivo de selecdo de espermatozoides consiste em um
reservatorio de entrada, no qual a amostra de sémen é inicialmente colocada, e um ou
mais reservatorios de saida, no qual os espermatozoides selecionados sdo coletados.
Diversos protdtipos para selecdo espermatica foram propostos visando isolar células
funcionais a partir da motilidade, viabilidade, morfologia e propriedades quimiotaticas
(MARZANO et al., 2020).

Em humanos ja ha estudos avaliando a selecéo espermatica a partir da termotaxia,
quimiotaxia e reotaxia (CHO et al., 2003; SEO et al., 2007; HUANG et al., 2017; ZHANG
et al., 2015% WU et al., 2017). Os dispositivos microfluidicos foram amplamente
estudados, com diversos modelos e formas de funcionamento. Yan et al. (2021)
elaboraram dispositivo biomimético que permite o aquecimento e distribuicdo de
gradiente quimico para triagem de espermatozoides. Nesse, foi possivel observar que os
espermatozoides foram atraidos por gradiente de temperatura mais aquecida e de
substancia quimica na faixa fisiologica.

Um dos primeiros dispositivos foi desenvolvido por Cho et al. (2003), o qual era
composto por 2 entradas e 2 saidas, e 0s espermatozoides deveriam ser capazes de nadar
para fora de sua linha de corrente inicial e se direcionar para o outro canal, separando 0s
espermatozoides viaveis daqueles ndo viaveis. Posteriormente, em dispositivo com a
mesma configuracdo, Shirota et al. (2016) também encontraram resultados promissores,
além de observarem menor fragmentacdo de DNA espermatico apoOs selecdo por
microfluidica em comparacdo com o gradiente de densidade e swim-up.

A selecdo de espermatozoides através de dispositivo também foi verificada em
equinos em estudo realizado por Gonzalez-Castro; Carnevale (2019). Nessa pesquisa foi
possivel observar que a microfluidica proporcionou a selecdo de espermatozoides com
parametros superiores em motilidade, morfologia, viabilidade e integridade de membrana
e DNA em comparagdo aos espermatozoides selecionados através do swim-up. Em 2022,
Orsolini et al. também compararam a eficacia da selecdo de espermatozoides de equinos
comparando o dispositivo microfluidico com o método de lavagem, swim up e
centrifugagdo por gradiente de densidade. A motilidade total, motilidade progressiva,
viabilidade e morfologia dos espermatozoides selecionados por microfluidica foi superior
aos demais métodos de selecdo. Dessa forma, os autores reforcaram o potencial da
microfluidica como método de selecdo espermatica para realizacdo de producéo in vitro

em equinos.
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Em bovinos resultados promissores com o uso da microfluidica ja foi descrito com
sémen criopreservado descongelado (EAMER et al. 2015; NAGATA et al., 2018) e com
espermatozoides epididimarios (FERNANDES et al., 2022). Em estudo realizado por
Eamer et al. (2015) foi possivel verificar que espermatozoides com crioprotetor foram
selecionados através da microfluidica a partir do uso de substancia viscosa, a
metilcelulose, e apresentaram resultados de concentragdo, viabilidade e motilidade
superiores em relacdo ao sémen bruto.

Ja Nagata et al. (2018), além de isolarem espermatozoides de melhor qualidade,
conseguiram estabelecer gestacdes bem-sucedidas com a inseminacgéo artificial, apesar
de baixa dose, e ter nascimento de animais vivos a partir do uso da microfluidica.
Fernandes et al. (2022) demonstraram que espermatozoides epididimarios viaveis e com
menos defeitos morfoldgicos poderiam ser selecionados a partir do uso da quimiotaxia
em dispositivo microfluidico em comparacéo ao gradiente de Percoll®.

Independentemente da espécie, 0s espermatozoides alcancam maiores taxas de
sucesso na fertilizacdo se forem selecionados em condicGes que sejam mais proximas as
do ambiente uterino de uma fémea in vivo (KO et al., 2018). A geometria do trato
reprodutor de fémeas pode ser mimetizada em dispositivos microfluidicos, possibilitando
0 estudo da biomimética de processos que ocorrem in vivo, associado ainda com outros
critérios fisiologicamente relevantes, como a temperatura e o gradiente quimico
(NOSRATI et al., 2017).

A importancia da termotaxia e a quimiotaxia na selecao espermatica foi avaliada
por Ko et al. (2018) a partir de espermatozoides de camundongos. Nesse estudo observou-
se que os espermatozoides mdveis se moviam mais rapidamente quando as temperaturas
estavam mais elevadas (37°C a 39°C) e que mais espermatozoides chegaram a saida do
dispositivo quando usada substancia quimioatraente, no caso a acetilcolina. Huang et al.
(2014) observaram a capacidade dos espermatozoides de nadar em fluxo paralelo.
Durante o experimento, 0s espermatozoides imoveis foram arrastados ao longo do
percurso da corrente, enquanto os madveis conseguiram nadar em um fluxo contrario e
sair através de outra saida. Para confirmar a triagem, os autores utilizaram microscopia
de fluorescéncia e puderam observar 0s espermatozoides viaveis desviando o caminho

em relacdo aos néo viaveis.
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2.4. Plasma Atmosférico

O plasma atmosférico ja foi utilizado em diversos estudos, tanto para modificar as
caracteristicas da superficie do material, como para permitir a adesdo do silicone com o
vidro (WU et al., 2017; HUANG et al., 2017). O plasma representa o quarto estado da
mateéria, antecedido pelos estados solido, liquido e gasoso, e consiste em um gas que
recebe descarga elétrica e fica totalmente ou parcialmente ionizado (TORNIN et al.,
2021). Neste caso, ao invés de estarem ligados a um atomo ou molécula, elétrons e ions
de grande energia estéo livres no gas, com abundantes espécies radicais (MAKAMBA et
al., 2003).

O processo de ionizacdo ocorre quando o elétron consegue superar a barreira de
potencial eletrostastico, devido a uma alta energia, e é eliminado, criando um elétron livre
e um ion com carga positiva. Isso ocorre a medida que atomos de liquido obtém energia
suficientemente grande para superar a forga restritiva de Van der Waals dos atomos
circundantes e sdo entdo transferidos para &tomos de gas (YAN et al., 2016).

Na figura 1 € possivel identificar os diferentes estados da matéria, e que, quando
h& aumento da temperatura, ha alteracdo da matéria, que se transforma de sélida para
liquida, em gés e plasma. A temperatura do plasma é determinada pelos movimentos
térmicos dos elétrons e particulas pesadas, como atomos e ions (YAN et al., 2016). Além
disso, dependendo das diferencas de potencial de temperatura das particulas que
constituem o plasma, elas sdo classificadas como em equilibrio termodinamico e em
equilibrio ndo termodinadmico (THIRY et al., 2016).

As particulas em equilibrio termodindmico sdo caracterizadas por uma
temperatura Unica, enquanto que as particulas fora de equilibrio sdo denominados de
plasmas frios, pois apesar da temperatura dos elétrons ser elevada, a sua baixa densidade
e capacidade térmica permitem que as superficies que rodeiam o plasma permanecam em
temperaturas baixas. O fato das particulas apresentarem esse desequilibrio torna-se
interessante, visto que os elétrons podem induzir diversas reagdes quimicas sem causar

alteracdo no material tratado por temperaturas elevadas (THIRY et al., 2016).
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Figura 1- llustracdo dos quatro estados da matéria (a) e da diferenciacdo entre plasma

térmico e frio (b).
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Fonte: Adaptado de Yan et al., 2016

Legenda: As caudas triangulares representam a forca do movimento térmico das particulas. Circulos
marrons, violetas e iridescentes representam os atomos neutros, 0s ions carregados positivamente e 0s
elétrons, respectivamente.

Plasma témuco

O plasma atmosférico frio (CAP) vem sendo utilizado de diversas formas,
principalmente em aplicacfes médicas, como na proliferacdo de células endoteliais,
cicatrizacdo de feridas, coagulacdo sanguinea, tratamento antibacteriano e esterilizacdo
de materiais e superficies (DUBUC et al., 2018). O plasma atmosférico pode ser gerado
através de descargas diretas e indiretas. Na descarga direta, células vivas e tecidos atuam
como um dos eletrodos e uma parte ativa da descarga, enquanto que numa descarga
indireta, as espécies de plasma ativo sdo transportadas por um fluxo de gas proveniente
do arco de descarga principal. A partir disso, dispositivos foram desenvolvidos para
permitir a aplicacdo do plasma, como o jato de plasma e a descarga de barreira dielétrica
(DBD) (YAN et al., 2016; BABINGTON et al., 2015).

O dispositivo de jato de plasma e o dispositivo DBD apresentam seus principios
fisicos, componentes e materiais semelhantes. Em ambos os casos, um plasma violeta é
gerado entre um anodo e um catodo, 0s quais sdo cobertos por uma camada de materiais

dielétricos, como o quartzo (YAN et al., 2016). No DBD, a descarga elétrica € produzida
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por dois eletrodos separados por uma barreira dielétrica e um gas contido entre os
eletrodos se torna ionizado e cria o plasma. Ja o jato de plasma consiste em uma mistura
gasosa fluindo em alta taxa entre dois eletrodos, no qual um é alimentado por uma carga
de radiofrequéncia e o outro é aterrado, criando uma espécie reativa que sai do local em
alta velocidade (BABINGTON et al., 2015).

A formacdo do jato de plasma sob pressdo € comumente realizada por meio da
utilizacdo de um géas nobre, o qual é liberado por um tubo de didmetro interno reduzido e
liberado no ar atmosférico a velocidades baixas para formar um jato laminar onde o gas
nobre se mistura com o ar. A partir da excitacdo promovida por eletrodos dispostos na
parte externa do tubo, um plasma luminoso é formado e se estende de forma continua e
bem colimado (BREDEN; RAJA, 2014). Dentre os gases possiveis de serem utilizados,
o0 hélio representa o principal (35,8%), seguido pelo ar (26,3%) e pelo argénio (22,1%)
(DUBUC et al., 2018). O hélio e o argbnio sdo gases favoraveis para formacdo de jato de
plasma em pressdo atmosférica, pois produzem mais facilmente uma descarga estavel e
homogénea em relacdo a outros gases mais reativos em tenséo mais baixa (JONKERS et
al., 2002).

Quando a superficie a ser utilizada entra em contato com os gases ionizados e de
saida, os &tomos de hélio da descarga criam espécies reativas, principalmente de oxigénio
singlete, que corresponde a uma espécie eletronicamente excitada do oxigénio molecular,
e radicais de hidroxila, devido reacdo ocorrida com o ar ambiente que interage com a
superficie de polimero. Com isso, ha formacdo de grupos funcionais polares, como
carbonato e carbonila, tornando-se mais favoraveis para umectacdo da superficie e
contribuindo para modificacdo hidrofilica e aumento da molhabilidade do material
(TSOUGENI et al., 2009; WEST et al., 2016; BAGIATIS et al., 2019).

Para aplicacdo do plasma em superficie, diversos parametros podem ser ajustados
e, consequentemente, podem causar modificacfes na resposta esperada, como distancia
da ponta do jato de plasma até a superficie, composicdo do géas, tempo de tratamento e
fluxo do gas (TORNIN et al., 2021). Um dos materiais mais comumente tratados com
plasma é o polidimetilsiloxano (PDMS). Embora este seja utilizado constantemente em
diversas aplicacdes, o fato de ser hidrofébico dificulta a introducéo de soluges liquidas
nos microcanais de dispositivos fabricados com esse componente (ZHOU; ELLIS;
VOELCKER, 2009) e a alteracdo dessa caracteristica pode ser alcangada com o plasma

atmosférico.
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2.5. Plasma atmosférico em PDMS

Os polimeros representam substancias que sdo bastante utilizadas na fabricagao
de microestruturas, como os dispositivos microfluidicos. Dentre os polimeros tém-se o
polimetilmetacrilato (PMMA), polivinil clorido (PVC), policarbonato (PC), poliestireno
(PS), poliuretano (PU) e polidimetilsiloxano (PDMS). Entretanto, dentre os polimeros
usados, 0 PDMS representa o0 mais popular na fabricagdo de dispositivos microfluidicos,
0 qual é realizado através da técnica de litografia (MAKAMBA et al., 2003; KIM;
JEONG, 2011).

Apesar de seu amplo uso, o PDMS é inerte e extremamente hidrofdbico, o que
dificulta o preenchimento dos canais de dispositivos microfluidicos com solucGes aquosas
(MAKAMBA et al., 2003). A modificacdo da superficie de PDMS pode ser alcancada
através do tratamento por plasma, a qual permite ser modificada para um estado
hidrofilico. Entretanto, a recuperacdo da superficie hidrofébica ocorre apds alguns
minutos e com isso ha um crescente interesse no desenvolvimento de metodos de
revestimento hidrofilico de longo prazo (EDDINGTON; PUCCINELLI; BEEBE, 2006;
KIM; JEONG, 2011; TONY et al., 2023).

Em estudo realizado por Jiang et al. (2022), foi possivel verificar que o angulo de
contato mensurado em superficie de PDMS diminuiu de acordo com o aumento do tempo
de exposicdo ao plasma de oxigénio. Neste, o angulo de contato inicial foi de 104°,
diminuindo para 46° ap6s 30 segundos de tratamento e para menos de 15° apds 180
segundos de tratamento com plasma. Ja ao avaliar o envelhecimento de superficies de
PDMS, Bashir et al. (2014) observaram que ap0s tratamento com plasma de ar fresco, a
superficie se tornou extremamente hidrofilica, com angulo de 16°, porém apo6s 3 dias o
angulo atingiu o valor de 59°, indicando a ndo estabilidade do PDMS tratado com plasma
de ar.

Em estudos anteriores foi possivel reduzir a taxa de hidrofobicidade de PDMS,
apos tratamento com plasma de oxigénio, armazenando o PDMS embaixo de agua.
Entretanto, este método ndo ¢é interessante para ser aplicado em dispositivos
microfluidicos, sendo necesséario o armazenamento em condicdes secas (LEE; PARK;
WHITESIDES, 2003; SAl; WHITESIDES, 2003; LEE; YANG, 2012). J4 Eddington et
al. (2006) demonstraram em seu estudo que superficies de PDMS envelhecidas
termicamente em um forno por varios dias pode prolongar o tempo de recuperacao

hidrofébica apds aplicagdo de plasma atmosférico de 15 minutos. Além disso, 0s autores
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notaram que quanto mais fina a camada de PDMS, mais rapidamente a recuperacao
ocorria.

Possivelmente, o retorno da hidrofobicidade ocorre devido a alteragdes da
rugosidade superficial, condensacdo dos grupos silanol na superficie e perda de espécies
volateis ricas em oxigénio para a atmosfera (MAKAMBA et al., 2003). De acordo com
Eddington; Puccinelli; Beebe (2006) as superficies hidrofilicas revertem rapidamente aos
seus estados hidrofébicos iniciais devido a difusdo de cadeias de baixo peso molecular do
PDMS para a superficie oxidada. Devido a isso, a aplicabilidade dos dispositivos de
PDMS oxidados pode ser limitada em situacdes em que o ambiente hidrofilico se faz
necessario (MAKAMBA et al., 2003).

A hidrofobicidade ou hidrofilicidade podem ser caracterizadas a partir da
avaliacdo de molhabilidade de superficies. A molhabilidade refere-se a realizacdo da
medicdo do angulo de contato entre uma gota de agua e a superficie do material, a partir
da mensuracao formada pela gota (BHATTACHARYA et al., 2005).

Além da molhabilidade, é possivel avaliar a mudanga quimica que ocorre na
superficie a partir da espectroscopia de fotoelétrons de raios X (XPS), que permite definir
a composi¢do quimica do material analisado. Apds aplicacdo do plasma de oxigénio, em
estudo realizado por Ruben et al. (2017), observou-se aumento no teor de oxigénio
superficial no PDMS tratado, indicando a formacdo de grupos 6xidos e melhorando a
molhabilidade e o aumento do fluxo capilar dentro do microcanal, devido maior interacdo
entre a superficie e liquidos polares. O mesmo foi verificado em outro estudo, no qual ao
avaliar a concentragdo atdbmica do PDMS ap06s tratamento com plasma de oxigénio, foi
possivel observar aumento de 54,25% para 65,73% na propor¢do de atomos de oxigénio,
gerando grupos hidroxila, o que resultou em uma superficie extremamente hidrofilica
(JIANG et al., 2022).
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3. JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento e a aplicacdo de dispositivos microfluidicos na rotina clinica
tém crescido ao longo dos anos, tornando a técnica cada vez mais precisa e refinada. Na
area da reproducdo, esses dispositivos sdo amplamente utilizados para a selecdo de
espermatozoides, principalmente em humanos. Na medicina veterindria poucos estudos
sdo relatados com animais de produgdo, como bovinos e suinos, porém nenhum estudo
avaliou a eficiéncia da selecdo espermatica com uso da microfluidica em pequenos
ruminantes. Apesar desses animais apresentarem alta visibilidade e interesse econémico
em nivel mundial, a utilizacdo de dispositivos microfluidicos precisa ser melhor
explorada.

A selecdo de espermatozoides é fundamental para melhorar a qualidade da
amostra de sémen, resultando em melhores taxas de fecundacéo e, consequentemente, de
prenhez. Embora existam técnicas laboratoriais como o gradiente de Percoll e 0 Swim-up
capazes de realizar essa funcdo, a centrifugacdo necessaria nessas técnicas pode ser
prejudicial para as células espermaticas. Nesse contexto, a microfluidica surge como uma
alternativa promissora, permitindo a separacdo de espermatozoides viaveis através de
processos como quimiotaxia, reotaxia e/ou termotaxia. Esses mecanismos possibilitam
que os espermatozoides nadem voluntariamente para um ambiente mais propicio, sem
causar danos a sua estrutura.

O polidimetilsiloxano (PDMS) é o principal material utilizado na fabricacdo de
dispositivos microfluidicos. No entanto, devido a sua extrema hidrofobicidade, pode ser
dificil preencher os canais com meios e amostras de sémen. Para contornar esse problema,
o plasma atmosférico tem sido utilizado para tornar a superficie do PDMS hidrofilica.
Embora alguns estudos tenham utilizado o plasma atmosférico antes da selecdo de
espermatozoides, ainda ndo se sabe qual é a influéncia dessa aplicagdo nos
espermatozoides ou na selecdo espermaética, assim como parametros definidos para
aplicacdo do plasma com gés hélio.

Além disso, j& foi relatada a acdo antibacteriana que o plasma atmosférico pode
proporcionar em meios ou tecidos testados. No entanto, resultados positivos foram
encontrados apenas quando o plasma foi aplicado diretamente sobre essas estruturas.
Como um dos objetivos da microfluidica é possibilitar a realizacéo de diversas aplicagdes
laboratoriais em um mesmo dispositivo, processos subsequentes a fertilizagdo in vitro,

como a producdo in vitro de embrides, seriam interessantes de se considerar. Para isso, 0
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dispositivo deve ser esterilizado e evitar a contaminacdo bacteriana da amostra. Nesse
sentido, o plasma poderia auxiliar ainda mais na redugdo da carga bacteriana de
superficies e na prevencgdo da propagacao de colbnias bacterianas na amostra.

Este estudo tem como objetivo inicial identificar as caracteristicas de modificacéo
de superficie do PDMS por meio de parametros pré-determinados e avaliar o potencial
antibactericida apo6s a aplicagdo do plasma. Em um segundo momento, pretende-se
avaliar a eficacia de um dispositivo microfluidico na selecdo de espermatozoides de
carneiros por meio da quimiotaxia, uma vez que ndo ha estudos prévios com essa espécie.
Além disso, sera analisada a influéncia da aplicacdo do plasma atmosférico no dispositivo

microfluidico na selecdo de espermatozoides.
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4. OBJETIVOS

4.1.0Objetivo geral

Desenvolver dispositivo microfluidico para realizar selecdo de espermatozoides

epididimarios de carneiros por quimiotaxia, apds tratamento de plasma atmosférico.

4.2.0Dbjetivos especificos
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Testar os meios de Fertilizagdo in vitro, Maturagéo in vitro e Solugdo NaCl 0,9%
na quimiotaxia de espermatozoides;

Determinar os parametros e o tempo de viabilidade da hidrofilicidade de
superficie de PDMS apds aplicacao de plasma atmosférico;

Avaliar a eficiéncia do dispositivo microfluidico na separacdo e selecdo de
espermatozoides com base em critérios como motilidade, morfologia e
viabilidade;

Investigar a influéncia do tratamento com plasma atmosférico com gas hélio nos
dispositivos microfluidicos para selecdo espermaética;

Comparar os resultados obtidos com a selecdo convencional de espermatozoides,
por gradiente de Percoll, com aqueles obtidos através do dispositivo
microfluidico, analisando a qualidade dos espermatozoides selecionados em

ambos 0s casos.
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5. HIPOTESE

A aplicacdo de plasma atmosférico com hélio promove modificacdo da superficie de
polidimetilsiloxano (PDMS), além de melhorar a selecdo de espermatozoides

epididimarios de carneiros.
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Resumo

O uso do plasma atmosférico a frio (CAP) para o tratamento de superficies vem sendo
amplamente empregado com o intuito de modificar as propriedades fisico-quimicas e,
consequentemente, melhorar a biocompatibilidade desses materiais. Além disso, o CAP
possui uma importante acdo antibacteriana, associada a sua capacidade de promover
maior molhabilidade das superficies O polidimetilsiloxano (PDMS) ou silicone é
frequentemente escolhido como polimero para a fabricacdo de instrumentos em diversas
areas, como na biomedicina. No entanto, até 0 momento, ndo foram encontrados estudos
que investigassem os efeitos do CAP sobre superficies de PDMS. Para isso, no presente
trabalho foram confeccionados discos e dispositivos de PDMS, nas proporc¢es indicadas
pelo fabricante e tratados com jato de CAP a 13kv e 600hz, com hélio 1,5 L/min como
gas carreador. Assim, objetivou-se avaliar o efeito do tratamento de CAP na superficie
do PDMS em relacdo a sua molhabilidade e sua a¢do antibacteriana. Para este propdsito,
foram produzidos 30 discos para andlise da molhabilidade e 20 dispositivos
microfluidicos para a avaliacdo microbioldgica. Além do grupo controle, a molhabilidade
foi monitorada apds 0, 3, 6, 9 e 24 horas de tratamento com plasma. A molhabilidade foi
avaliada pelo método da gota séssil. Para a avaliacdo microbioldgica, os dispositivos
foram tratados com CAP e culturas bacterianas contendo densidade celular de 10®
UFC/ml. de Staphylococcus aureus (ATCC,25923) e Pseudomonas. aeruginosa (ATCC,
27853) foram inoculadas em suas superficies. Apds 3 horas, as bactérias foram coletadas
e cultivadas em placas de &gar por 24 horas para contagem de unidades formadoras de
colénias (UFC). Observou-se um aumento significativo na molhabilidade, tornando a
superficie hidrofilica até 24 horas ap6s o tratamento, entretanto apresentou reducéao
significativa (p < 0,05) em relacdo ao controle até 3 horas de uso. Em relacdo a agédo
antibacteriana, o uso do plasma néo resultou em uma reducéo significativa (p > 0,05) no
numero de UFC para P. aeruginosa (4,2 x 10 vs. 5,7 x 108, tratado e controle,
respectivamente) e S. aureus (18,7 x 10° wvs. 27,0 x 108, tratado e controle,
respectivamente). O CAP pode ser utilizado para hidrofilizacdo de superficies nos
parametros determinados neste estudo, entretanto ndo influencia na diminui¢do do
namero de UFC. A alteracdo dos pardmetros utilizados no plasma e a aplicacao
diretamente sobre as bactérias pode apresentar resultados mais promissores em relacdo a
acao antibactericida.

Palavras-chave: antibactericida; angulo de contato; dispositivo microfluidico;
molhabilidade.

1. Introducéo

Os dispositivos microfluidicos possuem importantes aplicagdes no ramo da
medicina e biologia, sendo vinculado a tecnologias como “laboratério em um chip” (lab-
on-a-chip) e 6rgdo em um chip (organ-on-a-chip) (TONY et al., 2023). Devido a alta
demanda por procedimentos de analises mais rapidos, houve expanséo consideravel nesse
ramo da biotecnologia, tanto na pesquisa como na aplicacdo industrial (SHAKERI,
KHAN; DIDAR, 2021).

Inicialmente, os primeiros dispositivos microfluidicos eram fabricados em silicio

e vidro, porém, para aplicagdes em medicina e biologia, seria necessario elaborar em
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materiais descartaveis para evitar contaminacdo de amostra, assim como ter producao
mais rapida e menos especializada (BECKER; GARTNER, 2008; TURIM et al., 2018).
Atualmente, o polidimetilsiloxano (PDMS) tem destaque entre os materiais utilizados
para fabricacdo de dispositivos microfluidicos, principalmente devido a sua manipulacao
simples e rapida, sendo o elastbmero mais utilizado para essa finalidade (JOHNSTON et
al., 2014).

No entanto, o polidimetilsiloxano (PDMS) apresenta a desvantagem intrinseca de
ser naturalmente hidrofobico, o que propicia o acumulo de microrganismos, a
desnaturacdo de células (GRIGERA; MCCARTHY, 2010) e a formacdo de bolhas,
tornando-se potencialmente problematico em contextos bioldgicos. Ao trabalhar com
solucBes aquosas em dispositivos microfluidicos de PDMS, o preenchimento dos canais
pode ser desafiador devido a hidrofobicidade do material, aumentando o risco de
formacdo de bolhas de ar e impedindo a conexdo eficiente entre os extremos do
dispositivo (SHAKERI; KHAN; DIDAR, 2021). Portanto, é necessario realizar um
tratamento prévio para mitigar essas questdes.

Dentre as diversas opcOes testadas para modificacdo de superficie, o uso do
plasma € bastante comum. O plasma atmosférico frio (CAP) corresponde a uma
tecnologia que utiliza descargas elétricas para criar um ambiente ionizado, que opera a
baixas temperaturas, e pode ser aplicado em tecidos vivos ou cultura de células (TORNIN
et al., 2021). Além de sua aplicacdo direta em tratamentos de superficies (HONG et al.,
2006; BREDEN; RAJA, 2014; ENCINAS et al., 2012), o plasma atmosférico tem sido
utilizado para promover a cicatrizagdo de feridas (WELTMANN et al., 2012) e estimular
0 crescimento de plantas, ao mesmo tempo em que reduz a presenca de patdgenos
(RANDENIYA; DE GROOT, 2015).

Um estudo anterior foi conduzido para avaliar o impacto do uso do plasma
atmosférico na superficie do PDMS. No entanto, é relevante observar que as proporgdes
entre o polimero base e 0 agente de cura para a criagdo da superficie diferiram das
recomendacdes do fabricante, além de ter sido utilizado argdnio e oxigénio como gases
de trabalho (KIM; JEONG, 2011). Vale salientar que as diversas configuragoes
disponiveis para jatos de plasma e fontes de alimentagdo podem exercer uma influéncia
significativa nos resultados obtidos em pesquisas (DARNY et al., 2017).

Diante disso, este estudo visa avaliar a influéncia que a aplicacdo do plasma
atmosférico frio (CAP) com uso do gas hélio tem sobre a superficie de polidimetilsiloxano

e sobre a reducdo na carga bacteriana em dispositivos submetidos a esse tratamento.
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2. Materiais e método

2.1 Preparagéo da amostra

As amostras foram fabricadas a partir da mistura composta por uma base de
polidimetilsiloxano (PDMS) e um agente de cura (Sylgard 184, Dow Corning) na
proporcdo 10:1, conforme recomendado pelo fabricante. Dois moldes distintos foram
desenvolvidos, um para a avaliagio da molhabilidade e outro para avaliagcdo
microbioldgica. O pré-polimero liquido foi cuidadosamente depositado sobre cada molde
mestre, posteriormente foi submetido a vibragdes mecanicas para remogéo de bolhas de
ar, curado a 50°C durante 2 horas e depois mantido em temperatura ambiente (25°C) por
24 horas para posterior utilizagéo.

Para avaliacdo da molhabilidade foram fabricados discosde 1 cm x 1 cme 0,3 cm
de altura (Figura 1A e B), uma vez que uma superficie plana era necessaria para o
procedimento. Para avaliacdo microbiolégica, os dispositivos microfluidicos
apresentavam 3,5 cm x 2,5 cm e 0,5 cm de altura, sendo elaborados com 3 reservatorios
de saida interligados ao reservatdrio de entrada por 3 canais independentes (Figura 1C e

D). Essa configuracdo permitiu a adicdo de meio de cultura no interior dos dispositivos.
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Figura 1. Desenho de moldes e pecas finalizadas de disco (1A-B) e dispositivo
microfluidico (1C-D) fabricados em polidimetilsiloxano (PDMS) para molhabilidade e

avaliacdo microbiologica antes e apos o tratamento com plasma atmosférico.

A

3.5cm

)

2.2 Tratamento de plasma

Apds serem desmoldados, os discos e dispositivos foram destinados ao tratamento
CAP durante 15 minutos com uma distancia de 15 mm entre a amostra e a cabeca do
bocal da fonte de plasma, tensdo de 13 Kv, frequéncia de 600hz e utilizando hélio como
gas de trabalho com fluxo de 1,5 L/minuto, no Laboratério de Plasma da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).

Inicialmente, procedeu-se a comparacao entre duas formas de aplicacdo do plasma
atmosférico na superficie de PDMS. Essas incluiram a exposi¢do da superficie de PDMS
armazenada em um involucro cirargico produzido em filme laminado de polipropileno e
poliéster, comumente utilizado para embalar materiais destinados a esterilizagdo, e a
aplicacdo direta sobre a superficie de PDMS, sem qualquer embalagem adicional. Essa
comparagdo foi conduzida com o intuito de avaliar se a hidrofilicidade poderia ser
alcancada e mantida por um periodo prolongado ao ser devidamente embalada, evitando

assim o contato com o ar ambiente. Entretanto, observou-se que somente a aplicagéo
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direta do plasma sobre a superficie possibilita a alteracdo de suas propriedades,
destacando a escolha desse modo de aplicacdo para o restante da pesquisa.

Nos discos, o plasma foi aplicado em 5 pontos estratégicos, com cada ponto
recebendo 3 minutos de tratamento, garantindo, dessa forma, uma varredura completa em
toda a superficie do PDMS. Ja& nos dispositivos microfluidicos, o plasma foi
uniformemente aplicado em toda a extensdo dos reservatorios de entrada e saida, bem
como nos canais que os interligam, durante o0 mesmo periodo de tempo.

A fim de investigar a acdo que o plasma tem sobre a superficie e em até quanto
tempo a hidrofilicidade do material poderia ser mantida para posterior uso do dispositivo
microfluidico, os &ngulos de contato foram mensurados até 24 horas ap6s o tratamento
do plasma. Para avaliar a molhabilidade, foi mensurado o angulo de contato de uma gota
de 20 pl de agua deionizada na superficie das amostras, em ambiente de 25°C. As
avaliacdes foram conduzidas imediatamente apds a aplicacdo do plasma (0 horas — T0) e
subsequentemente apds 3 (T3), 6 (T6), 9 (T9) e 24 (T24) horas de tratamento. Cada
tratamento envolveu 5 amostras, totalizando 25 amostras tratadas, além de 5 amostras
usadas como controle. Os discos foram meticulosamente posicionados sobre uma base
diante de um gravador de video, o qual gerou videos de 3 minutos para cada amostra.
Posteriormente, as imagens foram capturadas e enviadas ao software Imagel para a
analise dos angulos de contato. Os angulos foram tabulados e avaliados como média e
desvio padrao.

Para a avaliacdo microbioldgica, foram utilizadas bactérias tanto gram-positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923) quanto gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853). Um total de 10 dispositivos microfluidicos foram empregados para
investigar o efeito do plasma atmosférico sobre o S. aureus, enquanto outros 10
dispositivos foram dedicados a avaliacdo da P. aeruginosa, sendo que cinco dispositivos
microfluidicos de cada grupo foram designados como controle (sem tratamento de
plasma), enquanto os outros cinco de cada grupo foram submetidos ao tratamento com
plasma atmosférico por 15 minutos. Imediatamente apo6s a aplicacdo do plasma, 0s
dispositivos foram encaminhados ao Laboratério de Microbiologia para analise.

Uma col6nia de S. aureus e de P. aeruginosa foram isoladas e diluidas em 5 ml
de agua estéril. A densidade celular viavel foi de aproximadamente 108 UFC/ml. Foram
alocados 300 pl de solugéo contendo S. aureus (n=10) e P. aeruginosa (n=10) em cada
dispositivo microfluidico e armazenados em incubadora orbital a 35°C durante 3 horas.

Apbs esse periodo, o liquido de cada dispositivo foi coletado e diluido em placa de
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micropogos nas concentracdes de 10 até 10°°. Para cada diluico foi depositada uma gota
de solucao em placas de Petri em &gar (drop plating) e levadas novamente para incubadora
por mais 24 horas. ApGs esse periodo as col6nias formadas foram contabilizadas e
comparadas entre 0s controles e os tratamentos.

Os dados foram expressos em valores de média + desvio padrdo. Primeiramente,
os dados foram examinados quanto a normalidade usando o teste de Shapiro-Wilk e para
a homocedasticidade usando teste de Levene. As diferengas estatisticas entre 0s grupos
experimentais para cada varidvel estudada foram verificadas, quando paramétricos,
através da Andlise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Diferencas foram

consideradas significativas quando p < 0,05.

3. Resultados

Os angulos de contato na superficie de PDMS sem tratamento e nas superficies
tratadas com plasma atmosférico frio podem ser visualizados na Tabela 1. Logo apos a
aplicacdo do plasma atmosférico, a primeira avaliagdo foi realizada de forma imediata (0
horas). Nesse grupo, houve dificuldades em mensurar o angulo de contato da gota de 4gua
das amostras, pois quase todo o liquido se espalhou pela superficie, resultando em uma
superficie altamente hidrofilica, com média de 18,71° (x 3,24), valor significativamente
inferior ao observado nas amostras controle (86,31 + 8,16, P < 0,05).

Ao longo do tempo apds o tratamento, houve aumento gradual dos angulos de
contato (Figura 2), tornando as superficies progressivamente menos hidrofilicas. No
entanto, apos 24 horas, 0 angulo de contato ainda permaneceu inferior (65,08 + 8,61) ao
valor medido antes do tratamento (p < 0,05). Além disso, observou-se um aumento
significativo (p < 0,05) no angulo de contato nas avaliacdes apds 6 horas (58,55 + 4,53)
em comparagdo com as amostras avaliadas imediatamente e apos 3 horas (27,31 + 5,61).

Em relacdo a avaliacdo microbioldgica foi possivel verificar que ndo houve
reducdo significativa (p > 0,05) no quantitativo de bactérias entre as amostras controles e
tratadas tanto para P. aeruginosa como para S. aureus (Tabela 2). Na figura 3 é possivel
verificar a formacédo de colbnias de S. aureus nas placas de Petri em dilui¢des seriadas de
101 a 10°.
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Tabela 1. Angulo de contato com a agua (°) da superficie de PDMS de amostras controles
e tratadas com plasma atmosférico frio ap06s 0, 3, 6, 9 e 24 horas.

Tratamentos Angulo de contato com a agua (°)
Controle 86,31 + 8,167
TO 18,71 + 3,24°
T3 27,31 £5,61°
T6 58,55 + 4,53°
T9 59,54 £5,11°
T24 65,08 + 8,61°

Letras sobrescritas diferentes (a,b,c) na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05). Controle:
superficie que ndo recebeu tratamento. TO: superficie avaliada imediatamente apds o tratamento. T3:
superficie avaliada apds 3 horas de tratamento. T6: superficie avaliada apds 6 horas de tratamento. T9:

superficie avaliada apds 9 horas de tratamento T24: superficie avaliada apds 24 horas de tratamento.

Figura 2. Imagens para mensuragdo de angulo de contato e avaliacdo da molhabilidade
de superficies de PDMS antes (controle) e apés 0, 3, 6, 9 e 24 horas do tratamento com

plasma atmosférico frio.
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Controle 0 horas
Angulo de contato: 96.3° Angulo de contato: 14,07°

3 horas 6 horas
Angulo de contato: 35.9° Angulo de contato: 57.79°

9 horas 24 horas
Angulo de contato: 64,28° Angulo de contato: 73.6°

1
2
3 Tabela 2. Unidades formadoras de coldnia (UFC) ap6s avaliacdo microbioldgica para
4  Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus em dispositivos microfluidicos sem
5 aplicacdo de plasma atmosférico (controle) e com aplicacdo de plasma atmosférico
6 (tratamento).
Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus
Amostras
N (UFC/cm2) N (UFC/cm2)
Controle 57x10° 27,0x10°
Tratamento 4,2x10° 18,7x10°
7
8
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Figura 3. Avaliagdo microbioldgica para Staphylococcus aureus de solugdes depositadas
em dispositivos microfluidicos sem tratamento (controle) e tratados com plasma
atmosfeérico frio e, posteriormente, cultivadas em placas de Petri.

Controle Tratamento

4.Discussao

Para se alcancar os resultados esperados com o uso de dispositivos microfluidicos
é essencial que se tenha, inicialmente, o0 maximo de controle e informacgdes acerca das
propriedades da superficie a ser utilizada (HONG et al., 2006). Dessa forma, tornou-se
imperativo compreender as alteracGes resultantes do emprego do plasma atmosférico,
bem como estabelecer parametros a serem seguidos posteriormente, para dar
continuidade aos estudos relacionados com o dispositivo desenvolvido neste estudo.

Uma das finalidades mais esperadas com a aplicacdo do plasma atmosférico é sua
propriedade de modificar a superficie para hidrofilica e reduzir a adeséo bacteriana
(PINTO et al.,, 2010). Porém, até o momento, ndo foram identificados estudos que
abordassem o emprego de gas hélio, nas propor¢des recomendadas para a produgdo do
dispositivo microfluidico, considerando os pardmetros estabelecidos neste estudo, e com
duracéo de avaliagéo equivalente.

Verificou-se que o uso do plasma atmosferico com hélio, nas configuracGes

selecionadas, possibilitou a modificacdo da superficie do polidimetilsiloxano para torna-

53



O 00 N o v b~ W N R

w W W W W N N N N NN N NN NN NN PR R R R, R R R
A W N P O O 0O N O B B W N R O LV 0O N O U~ W N -, O

lo hidrofilico até 24 horas ap6s a aplicacdo. Entretanto, observa-se que a superficie se
apresentou altamente hidrofilica até 3 horas ap6s o uso do plasma, mesmo em contato
com o ar ambiente, alcangando melhor disperséo de amostras liquidas pela superficie. Ao
comparar com as amostras embaladas e que foram tratadas da mesma forma, percebeu-se
que o plasma nao promoveu a modificacdo da superficie para torna-la hidrofilica e, devido
a isso, ndo foram utilizados neste estudo.

O PDMS é adotado em diversos estudos devido suas propriedades de estabilidade
térmica, inércia, propriedades ndo tdéxicas e biocompatibilidade favoravel. A
biocompatibilidade pode ser considerada como uma combinacdo de caracteristicas de
superficie, como energia superficial, hidrofilicidade, grupos quimicos de superficie e ndo
toxicidade. Entretanto, o PDMS possui a limitacdo de ser hidrofébica. Dessa forma, a
aplicacdo de plasma, além de tornar a superficie hidrofilica, consequente pode levar ao
aumento na biocompatibilidade com outras células (PONSONNET et al., 2003;
MERCURI, 2013; AMERIAN et al., 2019).

Apesar de ser conhecido que a exposicao das superficies ao ar durante a medi¢do
do angulo de contato pode contribuir para uma recuperacdo hidrofébica mais rapida
(ZHAO, LEE, SEN, 2012), é importante considerar que outros fatores também podem
influenciar na avaliacdo. Além do tipo de material utilizado, outra variavel que pode ser
citada é a distancia entre a superficie e a ponta do emissor do plasma atmosférico, sendo
que o efeito maximo pode ser alcancado quando a distancia é de 5 a 15mm (VAN
DEYNSE et al., 2015), o que estd de acordo com o realizado e observado no presente
estudo.

Em outros estudos a recuperacdo hidrofébica ap6s tratamentos com plasma de
pressdo atmosférica foi mais rapida, havendo relatos de recuperacdo completa dos valores
iniciais de angulos ap6s 30 minutos (ZHAO, LEE, SEN, 2012) e 1 hora de tratamento
(ENCINAS et al., 2012). No primeiro estudo, independentemente de a superficie ter sido
tratada por 5 ou 15 minutos com media ou alta intensidade, observou-se uma rapida
recuperacao da hidrofobicidade. Assim como no segundo estudo citado acima, isso pode
ser atribuido ao fato de que o gas utilizado foi apenas o oxigénio, que ndo oxida
uniformemente a superficie do PDMS (FRITZ; OWEN, 1995).

Em estudo realizado anteriormente por Kim; Jeong (2011), foi utilizado plasma
de argonio e oxigénio para tratar superficies de PDMS fabricadas nas propor¢oes de 5:1
e 20:1 para base e agente de cura, sendo o angulo inicial de 107,8° e 99,2°,

respectivamente. Apo6s 2 e 120 horas do tratamento com plasma foi possivel verificar
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diminuicdo do angulo, para 14,6° e 74,3°, respectivamente, para a propor¢do de 5:1; e de
10,5° e 63,6° para a proporgdo de 20:1, respectivamente. Ao comparar essa modificacdo
no angulo de contato com o presente estudo, nota-se que o angulo de contato inicial foi
menor quando a proporcao de PDMS foi de 10:1 e que o angulo avaliado imediatamente
apos aplicacao do plasma foi superior ao angulo avaliado apos 2 horas do tratamento no
estudo citado acima. Isso possivelmente ocorreu devido as proporcdes de base e agente
de cura do PDMS, a taxa de fluxo de plasma atmosférico e a proporcéo de mistura gasosa
de argonio para oxigénio utilizada no estudo acima.

Em relacdo as proporcdes de base e agente de cura, quanto maior a concentracéo
de agente de cura em relacdo a base, maior é a quantidade de grupos com hidreto de silicio
e grupo vinil na superficie do PDMS, que causam o efeito hidrofébico.
Consequentemente, quanto maior a quantidade de polimero base, maior pode ser a acao
do plasma em modificar a superficie do PDMS com a adicdo de grupos hidroxil e maior
serd a estabilidade hidrofilica a longo prazo (KIM; JEONG, 2011).

Uma superficie é considerada hidrofilica quando o &ngulo de contato com a &gua
é <90° e hidrofébica quando o angulo de contato com a agua se apresenta >90°. Além
disso, existe a definicdo de superhidrofobicidade, quando o angulo de contato da agua
com a superficie supera os 145° (LAW, 2014) e de superhidrofilicidade, quando o angulo
de contato é visualmente proximo de 0° (DRELICH et al., 2011).

Em estudo realizado por Seo et al. (2014) foi possivel verificar que o uso de
argonio na aplicacdo do plasma atmosférico em superficie de PDMS foi mais efetivo que
0 uso de hélio, provavelmente devido a maior densidade de radicais de hidroxila presentes
no argénio. Os autores observaram que o angulo de contato ap6s 24 horas de tratamento
com plasma ja excedia os 90°, demonstrando uma maior hidrofobicidade em comparacgéo
com os resultados obtidos neste estudo. No entanto, é importante ressaltar que o tempo
de exposicao ao plasma foi significativamente menor do que o utilizado neste estudo, o
que demonstra gque tanto o tipo de gas quanto a duragéo do tratamento podem influenciar
na hidrofilicidade do material.

A taxa de fluxo configurada no equipamento de plasma também pode apresentar
consideravel modificacdo na superficie de PDMS, sendo que quanto maior a pressao,
maior serd a acdo do plasma sobre a superficie, tornando o angulo de contato super
hidrofilico. Alem disso, o efeito da superficie hidrofilica pode ser proporcional ao

aumento do oxigénio na descarga do plasma, sendo eficiente na ativacdo da superficie
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hidrofilica devido maior presenca de oxigénio na composicdo do PDMS apds o
tratamento com plasma (SHARMA et al., 2007; RUBEN et al., 2017).

A superficie de PDMS apresenta alteracdo em sua composicdo devido a
diminuicdo da intensidade do pico de carbono enquanto ha aumento no pico de oxigénio
(HONG et al., 2006; KIM; JEONG, 2011). A aplicacdo de plasma atmosférico causa
alteracdo da superficie do PDMS devido a substituicdo de grupos metil (SI-CHz) por
grupos silanol hidrofilicos (SI-OH) (KREIDER et al., 2013). Com o passar do tempo, a
hidrofobicidade vai sendo recuperada devido a perda de oxigénio volatil, reorientacdo dos
grupos silandis presentes na superficie do polimero, craqueamento da estrutura SIOx, o
qual fornece o movimento de cadeias para a superficie do PDMS e mudancas na
rugosidade da superficie (SHARMA et al., 2007).

Além do seu potencial na modificacdo da hidrofobicidade, o tratamento de
superficies com plasma pode proporcionar desinfeccdo rapida e eficaz. Entretanto, o
efeito antibacteriano depende de fatores como a espécie de microrganismo e o tempo de
irradiagdo (KOVACOVA et al., 2020). O S.aureus e P.aeruginosa, normalmente, sdo
utilizados como modelos bacterianos para testar a adesdo bacteriana e os efeitos do
crescimento do biofilme, pois sdo bactérias de grande importancia e que podem se aderir
fortemente em superficies (LU et al., 2016). A taxa de adesdo bacteriana pdoe ser reduzida
significativamete apds uso de CAP em superficies, apresentando melhor eficiéncia
principalmente em bactérias gram-negativas do que bactérias gram-positivas (LEE et al.,
2019).

Entretanto, diferente dos demais estudos, neste buscou-se avaliar se a aplicacéo
do CAP na superficie poderia atuar de forma preventiva na reducdo da adesdo bacteriana.
Neste caso ndo foi visto reducéo significativa na contagem de col6nias de bactérias de S.
aureus e E. coli quando o plasma foi aplicado antes do contato com as bactérias
cultivadas. Possivelmente, a poténcia gerada pelo plasma atmosférico para alteracdo da
superficie ndo foi suficiente para permitir que houvesse acao bactericida durante as 3
horas de incubacdo das bactérias no dispositivo microfluidico. Apesar disso, sabe-se que
o0 plasma apresentaria sua agéo bactericida se o tratamento ocorresse diretamente sobre a
superficie do dispositivo microfluidico contendo as bactérias.

A esterilizacdo de células bacterianas a partir do uso de plasma atmosférico pode
ser vista por Korachi; Gurol; Aslan (2010) para E.coli e S. aureus ap0s 2 minutos e 6
minutos, respectivamente, e por Sohbatzadeh et al. (2010) para P. aeruginosa ap6s 10

minutos de tratamento com plasma. Entretanto, em ambos os casos, o plasma foi aplicado
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diretamente sobre 0 meio liquido contendo as bactérias. J& no atual estudo buscou-se um
efeito preventivo, em que o objetivo era ter um material estéril que pudesse reduzir a
carga bacteriana em meios liquidos para cultivo de células. Entretanto, isso nao foi
possivel quando o plasma foi aplicado antes da deposicao de bactérias no dispositivo.

O uso do plasma permite revestir uma superficie com polimero contendo agente
antibacteriano a partir de grupos funcionais carregados negativamente que induzem a
hidrofilicidade e impedem a adesdo de bactérias & parede celular. Nesse caso, 0
revestimento depositado por plasma exibe atividade antibacteriana direta através do
mecanismo anti-incrustante, no qual a adesdo bacteriana e formacéo de biofilme sdo
evitadas pela criacdo de produtos quimicos de superficie que inibem a fixacdo
(AKDOGAN; SIRIN, 2021).

De acordo com Akdogan; Sirin (2021) o S.aureus reduz sua viabilidade quando a
superficie estd carregada positivamente e quando o angulo de contato da superficie é
inferior a 90°. Porém, apesar do angulo de contato no momento da avaliacdo apresentar
valor inferior, ndo foi possivel observar reducdo significativa no nimero de UFC,
demonstrando que essa caracteristica isolada ndo pode ser utilizada como parametro para
esterilizacdo de materiais.

A esterilizacdo por plasma pode ocorrer por meio de trés mecanismos basicos.
Primeiramente, pela destruicdo direta do material genético dos microrganismos. Em
segundo lugar, através da erosao dos microrganismos via foto dessorcédo intrinseca. Por
ultimo, devido a erosdo atdbmica dos microrganismos através da corrosdo para formar
compostos volateis, como resultado da combustdo lenta (KORACHI; GUROL; ASLAN,
2010).

Em estudo realizado por Kovacova et al. (2020), houve melhoria no efeito
antibacteriano de 2 logs apds 8 minutos de tratamento de plasma em superficie para S.
aureus e E. coli. Entretanto, o tratamento de plasma foi realizado através da descarga de
barreira dieléetrica (DBD), o qual possui uma grande densidade de poténcia, da ordem de
100W/cm3, o que permite o tratamento de superficies em alta velocidade. Dessa forma,
demonstraram que a exposicdo ao plasma danifica irreversivelmente as ceélulas
bacterianas, permitindo a esterilizacdo in situ do biomaterial durante o processo de

modificacdo da superficie.
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5.Concluséo

A aplicacdo de plasma atmosférico frio possibilitou a modificagdo da superficie
do PDMS, resultando na reducdo do angulo de contato até 24 horas ap6s o tratamento
com plasma, sendo considerado altamente hidrofilico até 3 horas apds a aplicacdo. No
entanto, ndo foi observada uma reducdo significativa no nimero de UFC de P. aeruginosa
e S. aureus quando o plasma foi aplicado preventivamente sobre a superficie do
dispositivo microfluidico. E possivel que o aumento da intensidade do plasma
atmosférico possa resultar em uma acéo inibitoria na adesao bacteriana mais eficaz. No
entanto, sdo necessarios mais estudos para determinar os parametros ideais que

proporcionem os melhores resultados.
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Resumo

A microfluidica é uma tecnologia com aplicacdes potenciais em diversas areas, incluindo
a reproducédo. O desenvolvimento e a utilizacdo de dispositivos microfluidicos permitem
a avaliacdo do comportamento espermatico e auxiliam na selecdo de espermatozoides.
Embora essa tecnologia ja tenha sido testada em vérias espécies, ainda ndo foram
conduzidos estudos envolvendo carneiros. O objetivo deste estudo foi realizar a selecédo
de espermatozoides de carneiros em dispositivos microfluidicos e avaliar a influéncia da
quimiotaxia e da aplicacdo de plasma atmosférico frio (CAP) nas células. Para isso, um
dispositivo microfluidico, composto por um reservatorio de entrada e trés reservatorios
de saida, foi fabricado utilizando polidimetilsiloxano (PDMS). Foram utilizados 10
complexos testiculo-epididimarios de carneiros maduros. As amostras espermaticas
foram divididas em dois grupos: um grupo controle, composto por dispositivos que ndo
sofreram nenhuma modificacédo, e um grupo de tratamento, no qual os dispositivos foram
submetidos a aplicacdo de plasma atmosférico durante 15 minutos antes da sele¢cédo. Logo
apos, cada reservatorio de saida dos dispositivos foi preenchido com um tipo de meio
diferente, sendo eles o meio de fertilizacdo in vitro (FIV), solucdo NaCl 0,9% e meio de
maturacdo in vitro (MIV). Apo6s preenchidos, a amostra contendo espermatozoéides foi
depositada no reservatorio de entrada e os dispositivos do grupo controle e tratamento
foram incubados em atmosfera de 37,5°C e 5% de COz durante 35 minutos. Apds esse
periodo, o reservatorio de entrada foi isolado e amostras dos trés reservatorios de saida e
do reservatério de entrada foram coletadas para avaliacdo. Os pardmetros cinéticos dos
espermatozoides foram avaliados utilizando o sistema computadorizado de avaliagédo
espermatica (CASA). A morfologia foi realizada com rosa bengala, a integridade de
membrana a partir do teste hiposmético e a viabilidade e atividade mitocondrial por
microscopia de fluorescéncia. Os dados foram expressos em valores de média + desvio
padrdo. As diferencas estatisticas foram verificadas através da Analise de Variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Diferencas foram consideradas significativas
quando p < 0,05. O uso de CAP ndo influenciou nos parametros de qualidade de
espermatozoides de carneiros apds a selecdo de espermatozoides epididimarios. Em
relacdo a quimiotaxia, o meio FIV apresentou maior motilidade total em relacdo ao meio
MIV e a solucdo NaCl 0,9% e maior motilidade progressiva em relacdo ao meio MIV,
tanto no grupo controle quanto no tratamento, demonstrando ser um meio de maior
interesse para os espermatozoides.

Palavras-chave: CASA, fertilizacdo in vitro, isolamento celular, microfluidica.

Introducéo

O desenvolvimento e implantacdo de inovacGes dentro das biotecnologias
reprodutivas assistidas apresenta grande impacto na economia, no aumento da qualidade
genética e na produtividade de animais (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2012;
DITSAYABUT et al., 2018). Para a producdo de pequenos ruminantes, diversas
ferramentas eficazes relacionadas a reprodugdo podem ser implementadas em busca de

alcangcar melhores indices reprodutivos, maior eficiéncia na utilizacdo de recursos,
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melhorias no manejo genético dos rebanhos, além de maximizar o valor dos insumos
alimentares a maior distribuicdo alimentar (DELGADILLO; MARTIN, 2015).

Em comparacdo com outras espécies domésticas, como bovinos, a taxa de
fertilidade em pequenos ruminantes ap0s 0 uso de biotécnicas, como a inseminagédo
artificial ou Producdo in vitro de embrides (PIVE), € considerada baixa, com porcentagem
de blastocistos que varia entre 20% a 30%. Entretanto, os resultados alcancados atraves
da PIVE séo imprevisiveis e varidveis, com diferencas significativas entre laboratorios e
experimentos realizados (PARAMINO; ISQUIERDO, 2014; PARAMINO;
ISQUIERDO, 2016).

Uma das principais etapas da PIVE consiste na fertiliza¢do in vitro (FIV), cujo
procedimento requer uma sele¢do adequada de espermatozoides, capacitacao espermatica
e meios de fertilizacdo in vitro. Dessa forma, antes de ocorrer a fecundagdo, a amostra
contendo espermatozoides precisa ser cuidadosamente preparada (PARAMINO;
ISQUIERDO, 2016). Dentre os métodos usualmente utilizados para selecdo de
espermatozoides estdo o swim-up e o gradiente de densidade, porém estes necessitam de
centrifugacdo, o que pode causar danos ao DNA dos espermatozoides, expondo-0s a
espécies reativas intensas de oxigénio (KASHANINEJAD; SHIDDIKY; NGUYEN,
2018).

Em consequéncia das taxas reprodutivas inferiores encontradas em pequenos
ruminantes, a adocdo dessas biotecnologias ainda ndo foram amplamente adotadas nas
criagdes de ovinos (STERBENC et al., 2019). Para alcancar aumento nas taxas de
fertilidade, mesmo de animais que tenham sémen abaixo do padrdo recomendado, a
selecdo de espermatozoides, associada com a selecéo de reprodutores, e a implementagéo
de métodos inovadores é fundamental dentro de um programa de reproducdo
(ZUIDEMA; KERNS; SUTOVSKY, 2021).

Dessa forma, o desenvolvimento de novas técnicas para selecdo de sémen pode
ser uma alternativa para melhorar as taxas de concepc¢édo desses animais (GRASA et al.,
2004). Devido a isso, diversos dispositivos microfluidicos foram desenvolvidos e
estudados, obtendo resultados promissores na selegdo espermatica sem uso de
centrifugacdo em bovinos (NAGATA et al., 2018; OGATA et al., 2021; FERNANDES
et al., 2022; VEJA-HIDALGO et al., 2022), humanos (ZHANG; YIN; YANG, 2015;
KISHI et al., 2015; OZCANet al., 2021), camundongos (KOYAMA et al., 2006), suinos
(SANO et al., 2010; MATSUURA et al., 2013), e equinos (GONZALEZ-CASTRO;
CARNEVALE, 2019; ORSOLINI et al., 2022).
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Os dispositivos microfluidicos consistem em reservatorios de entrada e saida
interligados por um ou mais canais que permitem que 0s espermatozoides vivos e com
motilidade nadem para determinada direcdo (DITSAYABUT et al.,, 2018). Esses
dispositivos podem funcionar de forma ativa ou passiva. Nos métodos ativos ha
necessidade de estimuladores externos, como temperatura, gradientes quimicos ou fluxo
de fluido ativo, enquanto que nos métodos passivos ndo existem estimulos externos, e
dependem apenas do comportamento dos espermatozoides (KHODAMORADI et al.,
2021).

A quimiotaxia € uma estratégia pela qual os espermatozoides respondem a
substancias especificas, direcionando-se para o local de fertilizagdo desejado
(KHODAMORADI etal., 2021). Em ambiente laboratorial, uma variedade de substancias
pode ser empregada para investigar o mecanismo de acdo dos espermatozoides e
selecionar aqueles mais ativos na amostra. Associados a essa abordagem, alguns estudos
de selecdo espermética também exploram o uso de plasma atmosférico na modificacéo
da superficie de dispositivos microfluidicos, frequentemente fabricados a partir de
polidimetilsiloxano (PDMS). Essa técnica tem sido amplamente documentada em
diversos estudos, tanto para conferir carater hidrofilico a superficie do material (KIM;
JEONG, 2011; JOFRE-RECHE et al., 2016) quanto para facilitar a adesdo de moldes de
PDMS a superficies de vidro (ZHU et al., 2016; KASHANINEJAD et al., 2018;
SHARMA et al., 2022.).

Até o momento, ndo foram conduzidos estudos sobre a selecdo de
espermatozoides de carneiros utilizando dispositivos microfluidicos, tampouco foram
realizadas pesquisas comparativas sobre os efeitos do plasma atmosférico na selecdo
espermatica. Diante dessas lacunas de conhecimento, o propdsito deste estudo €
investigar a eficacia de um dispositivo microfluidico na selecdo de espermatozoides de
carneiros, empregando a técnica de quimiotaxia, e examinar os potenciais efeitos da

aplicacdo de plasma atmosférico frio (CAP) sobre a selecdo espermatica.

Material e Métodos
Considerac0es éticas

Todos os complexos testiculos-epididimos utilizados no estudo foram coletados
de abatedouro local e estdo sob a legislacéo brasileira para cuidados e uso de animais em
atividades de ensino ou pesquisa cientifica — DBCA (Capitulo Ul; item 6.1.10, subitem
B-11, 2016).
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Produtos quimicos
Todos os meios utilizados foram adquiridos da empresa de biotecnologia

Vitrogen, salvo indicacdo em contrério.

Confecgdo do dispositivo microfluidico

Os dispositivos foram fabricados a partir da mistura composta por uma base de
polidimetilsiloxano (PDMS) e um agente de cura (Sylgard 184, Dow Corning) na
propor¢do 10:1, conforme recomendado pelo fabricante. O polimero liquido foi
cuidadosamente depositado sobre o molde mestre, o qual foi submetido a vibragoes
mecanicas durante 20 minutos para remocao de bolhas de ar. Posteriormente 0 molde com
silicone foi curado a 50°C durante 2 horas e depois mantido em temperatura ambiente
(25°C) por 24 horas para posterior utilizacao.

O dispositivo microfluidico possuia dimensdes de 3,5 cm x 2,5 cm e altura de 0,3
cm, e consistia em um reservatério de entrada conectado por trés canais equidistantes a
trés reservatorios de saida, como ilustrado na Figura 1. Cada reservatorio de saida do
dispositivo foi preenchido com um meio diferente, totalizando trés tipos de meios. Esses
consistiam no meio de fertilizagdo in vitro (FIV), solu¢do NaCl 0,9% e meio de maturagéo
in vitro (MIV). Apds preenchimento dos reservatérios de saida com 0s meios, a amostra

contendo os espermatozoides foi depositada no reservatério de entrada.

Figura 1. Desenho de molde (A) e dispositivo microfluidico (B) contendo um reservatorio
de entrada e trés reservatorios de saida para selecdo de espermatozoides de carneiros.

2.5am
L

.
Reservatonios

de saida

A: desenho de molde de dispositivo microfluidico; B: fabricacdo de molde do dispositivo microfluidico;
Reservatério de entrada: local de deposi¢do de espermatozoides para selecdo espermatica; Reservatorios de
saida: local onde as amostras de espermatozoides eram coletadas ap6s 35 minutos de incubacgdo; 1:
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reservatério contendo meio FIV; 2: reservatdrio contendo solucdo NaCl 0,9%; 3: reservatério contendo
meio MIV.

Coleta e processamento de espermatozoides

Foram coletados dez complexos testiculo-epididimo (CTE) de carneiros
sexualmente maduros do abatedouro local e encaminhados ao laboratorio em caixa
térmica a 37°C em no maximo 30 minutos. Ap6s a remocdo do testisculo, a cauda do
epididimo foi lavada em solucdo NaCl 0,9% e, logo apo6s, realizou-se a coleta de
espermatozoides pela técnica de flutuagdo, conforme realizado por Fernandes et al.
(2022). A amostra recuperada foi colocada em tubo conico de pléstico e foi mantida em
banho-maria a 37,5°C por 15 minutos para posterior inicio de avaliagdes. Foram

utilizados espermatozoides epididimarios com pelo menos 80% de motilidade total.

Anélises espermaticas
CASA

A avaliacdo da cinética do movimento dos espermatozoides foi realizada a partir
do sistema CASA (Hamilton Thorne IVOS Il system, Hamilton Thorne Biosciences,
Beverly, MA, EUA), previamente configurado para analisar espermatozoides de
carneiros. Para isso, 2 pl da amostra foram inseridos em uma lamina (Leja Slide, 4- quatro
camaras, 20 um). Os parametros analisados foram: motilidade total (MT); motilidade
progressiva (MP); velocidade curvilinea (VCL); velocidade média do caminho (VAP);
velocidade de reta (VSL); linearidade (LIN); retiddo (STR); a amplitude de deslocamento
lateral da cabeca (ALH); e batimento/frequéncia cruzada (BCF).

Viabilidade

Para avaliar a viabilidade e a atividade mitocondrial dos espermatozoides, uma
aliquota da amostra espermatica (10 pL) foi incubada a 34 °C durante 10 min em uma
solucdo composta pela associagdo das seguintes sondas fluorescentes: 2 ulL de lodeto de
propidio (Sigma-Aldrich, Co., St Louis, MO, USA), 0,5 mg/mL NaCl 0,9%, 5 uL de
Mitotracker CMXRos (Mito Tracker red®, Molecular Probes, M-7512) 500 nM (diluicao
de 50 ug em 94uL. de DPBS), e 3uL. de Hoechst 33342 (H342; Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA) (dilui¢do 25 mg/mL de DMSO). As amostras foram avaliadas por microscopio
de epifluorescéncia (x400), sendo contabilizadas 200 células (CELEGHINI et al., 2010).
Aqueles espermatozoides marcados como vermelho (IP) foram classificados como

membrana plasmatica comprometida e aqueles marcados em azul (H342) foram
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classificados com membrana intacta. As células com peca intermediaria marcadas em

amarelo (Mitotracker) foram classificadas com atividade mitocondrial.

Morfologia

A morfologia dos espermatozoides foi determinada a partir da diluicdo da amostra
com rosa bengala, na proporcéo de 1:1. LAminas com as amostras de espermatozoides
foram coradas e avaliadas em microscopia éptica com aumento de 1000x, avaliando 200
espermatozoides em cada amostra. Os espermatozoides foram classificados como
normais ou como anormais ou defeituosos, sendo classificado como defeito de
acrossoma, defeito de cabeca, defeito de peca intermediéria ou defeito de cauda. Apenas
um defeito foi pontuado por espermatozoide.

Design experimental: Influéncia da aplicacdo do plasma atmosférico e da quimiotaxia

na selecdo de espermatozoides de carneiros em dispositivo microfluidico

Apds serem desmoldados, os dispositivos foram destinados ao tratamento com
plasma atmosférico durante 15 minutos de forma uniforme em toda a superficie, com
distancia de 15 mm entre o dispositivo e a cabeca do bocal da fonte de plasma, com tenséo
de 13 Kv, frequéncia de 600 hz e utilizando hélio como gés de trabalho, com fluxo de 1,5
L/minuto.

Foram empregados 10 dispositivos microfluidicos como controle e outros 10
dispositivos foram tratados com plasma atmosférico. As amostras de espermatozoides
epididimarios foram introduzidas no reservatorio de entrada, enquanto trés meios
distintos foram colocados em cada um dos reservatdrios de saida. Os meios utilizados
para avaliar a quimiotaxia dos espermatozoides consistiram no meio de fertilizacdo in
vitro (FIV), meio de maturagéo in vitro (MIV) e solugdo NaCl 0,9%. Inicialmente, foram
adicionados 160 pl de cada meio em um dos reservatorios de saida e ao longo do canal
préximo ao reservatorio. Em seguida, 90 pl da amostra contendo espermatozoides
epididimarios foram depositados no reservatério de entrada, tanto nos dispositivos
controles quanto nos dispositivos tratados.

Cada dispositivo foi incubado a 37,5°C, em atmosfera de 5% de CO. durante 35
minutos para que 0s espermatozoides pudessem ser atraidos e nadassem até o meio de
maior preferéncia. Apos finalizado o tempo, o reservatério de entrada foi isolado dos

demais canais e as amostras dos reservatorios de saida e entrada foram coletadas para
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avaliacdes. Além disso, foi realizada selecdo espermatica através da técnica de gradiente
de Percoll, o qual foi escolhido como método controle para comparar a sele¢éo realizada
pelo dispositivo microfluidico.

Para avaliar o impacto do uso do plasma atmosférico, foram realizadas
comparagOes entre os dispositivos tratados e ndo tratados. Para avaliar a quimiotaxia,
foram realizadas andlises a partir dos meios utilizados na selecdo espermatica,
independentemente de serem tratadas ou do grupo controle. Por fim, para avaliar a
eficacia do método de selecdo espermatica, foi realizada comparacgédo dos parametros de
espermatozoides selecionados tanto através do dispositivo microfluidico (controle e

tratamento) quanto através do gradiente de Percoll.

Andlise estatistica

Os dados foram expressos em valores de média + desvio padrdo. As diferencas
estatisticas entre os grupos experimentais para cada variavel estudada foram verificadas
através da Andlise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Diferencas foram

consideradas significativas quando p < 0,05.

Resultados

Os parametros avaliados pelo CASA para selecdo de espermatozoides
epididimarios de carneiros podem ser visualizados na Tabela 1, organizados entre grupo
controle ou tratamento e pelos meios empregados na quimiotaxia.

Em relacdo aos parametros de motilidade total (MT) e progressiva (MP), todos
0s meios do grupo controle foram semelhantes (p > 0,05) aos seus respectivos meios do
grupo tratamento. Isso sugere que, para esses parametros, ndao houve influéncia da
aplicacdo do plasma atmosférico sobre a selecdo e qualidade espermatica. Ao analisar 0s
valores dos parametros de velocidade (VCL, VSL e VAP), percebe-se que todos 0s meios
foram semelhantes entre o grupo controle e o grupo de tratamento, com exce¢do do meio
MIV. No meio M1V, os valores de VSL e VAP foram superiores (p < 0,05) no grupo em
que o dispositivo microfluidico recebeu o tratamento com plasma atmosférico.

A selecdo espermatica realizada através do gradiente de Percoll foi semelhante (p
> 0,05) a realizada através do meio FIV do grupo tratamento em todos os parametros
avaliados pelo CASA, o que indica uma resposta positiva da quimiotaxia pelos

espermatozoides para este meio. O meio FIV do tratamento apresentou MT superior a
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todos os outros meios (p < 0,05) e em relacdo a MP, apresentou parametros semelhantes
aos meios FIV e solugdo NacCl 0,9% do grupo controle e tratamento (p > 0,05).

Na tabela 2 é possivel verificar a porcentagem de espermatozoides viaveis e com
atividade mitocondrial a partir da avaliacdo com microscopia de fluorescéncia. Ndo houve
diferenca significativa (p > 0,05) entre 0s meios do grupo controle com seus respectivos
meios do grupo tratamento tanto para viabilidade como para atividade mitocondrial.
Entretanto, a porcentagem de espermatozoides viaveis no meio FIV do grupo tratamento
(31,3 £ 21,5) foi semelhante (p > 0,05) aos espermatozoides selecionados pelo gradiente
de Percoll (57,9 £ 24,4), apresentando médias superiores aos demais meios do controle e
do tratamento. Ao avaliar apenas a atividade mitocondrial, observa-se que tanto 0 meio
FIV do grupo controle (49,5 + 28,7) quanto do grupo tratamento (52,7 + 24,9) foram
significativamente semelhantes (p > 0,05) ao Percoll (59,3 + 25,4) e a amostra inicial
(77,9 £ 12,4), enquanto os demais meios foram semelhantes (p > 0,05) apenas ao Percoll..

A porcentagem de espermatozoides com integridade de membrana plasmaética
pode ser visualizada na Tabela 3. Nesta avaliagdo ndo houve diferenca significativa (p >
0,05) entre 0s meios testados no controle com seus respectivos meio do grupo tratamento.
Entretanto, todos estes meios apresentaram espermatozoides com integridade de
membrana inferior (p < 0,05) aos espermatozoides selecionados por meio do gradiente de
Percoll e da amostra inicial.

Em relacdo a morfologia, ndo houve diferenca (p > 0,05) na porcentagem de
espermatozoides normais e com defeitos de peca intermediaria entre todos 0s meios do
grupo controle e tratamento, com o gradiente de Percoll e com a amostra inicial. Os
espermatozoides selecionados pelo gradiente de Percoll apresentaram porcentagem
superior (P < 0,05) de defeitos em cauda em relacdo a amostra inicial, porém se
assemelham aos meios utilizados no dispositivo microfluidico do grupo controle e

tratamento.
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Tabela 1. Parametros avaliados pelo CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) de espermatozoides epididimarios de carneiros (n=10) submetidos a selecdo
espermatica a partir do uso do gradiente de Percoll e dispositivo microfluidico tratado ou ndo com plasma atmosférico a partir do uso da quimiotaxia.

Letras sobrescritas diferentes (a,b,c,d,e) na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05). Amostra inicial: amostra recém coletada do epididimo; amostra residual: amostra restante

MT (%) MP (%) VCL (um/s) VSL (um/s) VAP (um/s) LIN (%) STR (%) ALH (um) BCF (H2)
Amostra inicial 94,4 +31° 53,8+12,9a 232,28 + 37,8a 110,2 £ 26,3a 135,90 + 27,4a 47,2 +5,3ab 78,4 + 4,4ab 8,64 £ 0,6a 36,78 £ 5,9ab
Percoll 72,6 £12,3ab 33,0+ 7,9abc 172,78 + 26,0ab 80,97 £8,2ab 102,15 + 9,8ab 47,9 + 8,0ab 75,9 £ 5,3ab 6,5+ 0,9abc 39,9 + 1,5ab
Controle
Meio FIV 41,0+ 21,1cd 32,5+ 19,9abc 232,28 + 40,6a 128,66 + 30,7a 139,95+ 31,7a 68,3 + 10,8a 90,4 +4,9a 6,9+ 1,8abc 39,78 £ 4,0ab
Solugéo NaCl 0,9% 28,8 +26,7de 21,4+ 21,5bcd 133,5 £ 99,7bc 91,38+£71,8ab 99,16 £76,2ab 47,1+349ab 61,8+434ab 4,69 £3,3c 24,39+ 19,2bc
Meio MIV 8,6 +12,7e 6,0 £10,9d 85,25 + 81,4c 40,25 £51,3b 49,97 £ 54,5b 29,4+338b 48,4 £49,2b 1,56 = 2,7d 17,98 £ 23,9¢
Amostra Residual 71,7 + 18,9ab 45,7 + 14,53 223,83 + 32,3a 123,39 +12,5a 144,47 £13,69a 55,40 = 7,2ab 82 £ 3,5a 7,8+158ab 39,01+209ab
Tratamento
Meio FIV 58,4 + 16,9bc 43,9 + 18,9ab 200,2 + 44,7ab 123,51 +29,9a 134,91 +29,8a 63,6 £ 12,0a 88,2 £ 6,1a 6,9+1,77abc 41,18+ 31a

7,18+14

Solugéo NaCl 0,9% 442+213cd 31,6+157abc 214,66 £557ab 132,57 +36,8a 14522+39,5a 62,60+ 8,7a 88,5+ 4,8a b 41,61 +5,9a
Meio MIV 25,5+ 16,8de 18,8 +12,1cd 165,88 £ 82,1abc 116,09 +61,7a 125,32 + 66,9a 63 + 23,1a 81,1+288ab 56+276bc 34,34+ 134ab
Amostra Residual 72,6 + 23,2ab 44,6 + 16,8a 208,02 £31,0ab 110,19+21,0a 130,30+21,7a 52,30+8,6ab  79,2+6,5ab 7,75+ 12ab 39,70+ 24ab

no reservatorio de entrada apds o periodo de selegdo espermatica; Controle: dispositivos microfluidicos sem tratamento; tratamento: dispositivos microfluidicos que receberam a aplicagéo do
plasma atmosférico. TM = total motility; PM = progressive motility; VCL = Curvilinear Speed; VSL = Progressive Linear Speed; VAP = Average Trajectory Speed; LIN = Linearity; STR=
Retilinearity; ALH = Lateral Head Displacement Amplitude; BCF = Flagellar Beat Frequency.
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Tabela 2. Viabilidade e atividade mitocondrial de espermatozoides epididimarios de
carneiros submetidos a selecdo espermatica a partir do uso do gradiente de Percoll e
dispositivo microfluidico tratado ou ndo com plasma atmosférico a partir do uso da
quimiotaxia.

Viabilidade (%) Atividade mitocondrial (%0)

Amostra inicial 74,0 £ 14,42 77,9 +12,42

Percoll 57,9 + 24,4% 59,3 + 25,43
Controle

Meio FIV 27,1+ 20,0%% 49,5 + 28,78
Solugéo NaCl 0,9% 22,3 +23,1¢ 38,2 + 26,3
Meio MIV 10,1 + 11,1° 26,2 + 28,8°

Amostra Residual 43,4 + 22 1" 64,7 + 22,4%
Tratamento

Meio FIV 31,3 + 21,50cde 52,7 + 24,9%¢
Solucdo NaCl 0,9% 21,6 £13,7¢% 40,4 £17 4%

Meio MIV 14,9 + 10,6% 32,8 +29,2b¢

Amostra Residual 37,1 +16,8" 66,1 + 16,6

Letras sobrescritas diferentes (a,b,c,d,e) na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05).

Viabilidade: espermatozoides marcados com Hoescht 33342. Atividade mitocondrial: espermatozoides
marcados com Mitotracker Amostra inicial: amostra recém coletada do epididimo; amostra residual:
amostra restante no reservatério de entrada apés o periodo de sele¢do espermética; Controle: dispositivos
microfluidicos sem tratamento; tratamento: dispositivos microfluidicos que receberam a aplicacdo do
plasma atmosférico.
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Tabela 3. Avaliacdo de espermatozoides epididimarios de carneiros com integridade de
membrana plasmatica submetidos a sele¢do espermaética a partir do uso do gradiente de
Percoll e dispositivo microfluidico tratado ou ndo com plasma atmosférico a partir do uso
da quimiotaxia.

Integridade de membrana plasmatica (%0)

Amostra inicial 75,7 £ 8,0
Percoll 62,7 £ 11,6%
Controle

Meio FIV 35,7 + 3,6
Solucéo NaCl 0,9% 36,7 + 12,5
Meio MIV 26,9 +9,5°
Amostra Residual 42,6 +11,0°
Tratamento

Meio FIV 42,1 +13,3*
Solucdo NaCl 0,9% 39,1 + 13,0
Meio MIV 32,4 +11,3%
Amostra Residual 37,6 +10,2"

Letras sobrescritas diferentes (a,b,c,d,e) na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05).

73



Tabela 4. Avaliacdo da morfologia (%) de espermatozoides epididimarios de carneiros
submetidos a selecdo espermatica a partir do uso do gradiente de Percoll e dispositivo
microfluidico tratado ou ndo com plasma atmosfeérico a partir do uso da quimiotaxia.

Morfologia (%)

Normal Defeito de cauda  Defeito de PI  Defeito de cabeca

Amostra inicial 68,7 £ 8,12 11,6 +9,2° 1,7¢1,5% 18,0 +7,7%
Percoll 58,8 +12,1° 23,2 +13,7° 6,2 +4,1° 11,8 +9,2°
Controle

Meio FIV 61,7+8,7° 13,2 +5,5% 3,7+2,2° 21,4 +9,1%
Solugio NaCl 0,9% 59,0+ 11,92 13,8 £8,3% 5,6 +3,22 21,6 £5,2%
Meio MIV 60,0+10,72 13,9+7,8% 6,3+3,3? 19,8 £9,1%
Amostra Residual 61,6 9,32 11,7 +4,12 5,7 +3,4° 21,0+7,0%®
Tratamento

Meio FIV 64,4 +8,8° 13,146,6% 2,7+2,52 19,8 +7,3%
Solug&o NaCl 0,9% 61,4 10,3 13,1 45,8 5,6 +3,5% 19,9 +6,7%
Meio MIV 61,9+12,72 12,2 +6,3% 6,3 +5,6° 19,6 +8,8%
Amostra Residual 56,6 +8,9% 15,0 +6,6% 3,9+2,9? 24,5+ 11,6°

Letras sobrescritas diferentes (a,b,c,d,e) na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05).

Discussao

Ao avaliar a selecdo de espermatozoides em dispositivo microfluidico, diversos

fatores podem influenciar nos resultados obtidos. Estes incluem o tipo de polimero e

design empregados na fabricagdo do dispositivo, 0 comprimento dos canais, 0 tipo de

fluxo de fluido, e a interferéncia de possiveis estimulos externos, como a aplicagédo de

plasma atmosférico.

O dispositivo microfluidico fabricado neste estudo possuia dois canais

divergentes, um para a esquerda e outro para a direita, mimetizando o trato reprodutor

feminino. Essa abordagem, que busca replicar o ambiente fisioldgico do trato reprodutor,
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mostra-se promissora para a selecdo de espermatozoides de alta qualidade
(KHODAMORADI et al., 2021), além de oferecer uma plataforma valiosa para
investigacBes sobre o comportamento celular dentro do sistema bioldgico. O dispositivo
possuia ainda um canal intermediario com solucdo NaCl 0,9%, o qual serviu de divisor
entre os canais das laterais com 0s meios ricos em componentes que poderiam ser mais
interessantes para 0s espermatozoides.

Ao comparar os meios utilizados nos dispositivos de controle com os mesmos
meios nos dispositivos tratados com plasma atmosférico, foi possivel verificar que ndo
houve diferenca significativa (P > 0,05) nos pardmetros de motilidade, viabilidade,
atividade mitocondrial, integridade de membrana plasmatica ou morfologia, indicando
que a aplicacdo do plasma, apesar de facilitar o preenchimento dos canais, ndo influenciou
na melhoria da selecdo de espermatozoides em dispositivo microfluidico.

Ao avaliar os meios separadamente, observou-se que o meio FIV do dispositivo
tratado com plasma apresentou todos os parametros estatisticamente semelhantes (P <
0,05) com o método de selecdo por gradiente de Percoll, com excec¢do apenas da
integridade de membrana plasmatica. Dessa forma, o meio FIV demonstra ser a melhor
alternativa para a selecdo espermatica no dispositivo microfluidico. Ja os
espermatozoides selecionados a partir do meio MIV apresentaram os valores mais baixos
referentes a motilidade, indicando que este ndo se mostra vantajoso para ser utilizado,
visto que a motilidade € um dos parametros mais importantes para avaliacdo da qualidade
da amostra (VAN DE HOEK; RICKARD; DE GRAAF, 2022).

O meio de fertilizag&o in vitro foi desenvolvido para auxiliar na fertilizagdo e na
producdo in vitro de embrides, possuindo boa eficéacia e confiabilidade dentro da clinica
reprodutiva. As substancias presentes no meio de FIV proporcionam aceleracdo da
capacitacdo espermatica e hiperativacdo dos espermatozoides, 0 que normalmente leva
ao aumento na porcentagem de espermatozoides com motilidade progressiva
(MOSELEY etal., 2005). Devido a isso, 0 meio FIV pode ter apresentado maiores valores
na maior parte dos parametros cinéticos avaliados pelo CASA.

Os demais parametros avaliados pelo CASA demonstraram ser semelhantes entre
quase todos 0s meios, independentemente de serem controle ou tratamento, com o método
de Percoll e com a amostra inicial. Além dos parametros de motilidade, a velocidade
curvilinea (VCL), velocidade média de trajeto (VAP) e frequéncia de batimento flagelar
(BCF) também sdo correlacionados com amostras de espermatozoides de carneiros com
alta fertilidade (DEL OLMO et al., 2013).
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Neste estudo esperava-se que 0s espermatozoides dos dispositivos tratados com
plasma atmosférico tivessem maior facilidade de sair do reservatdrio de entrada e alcangar
0s reservatorios de saida. Isso porque a aplicagdo do plasma atmosférico em superficies
permite modificar suas propriedades, reduzindo o angulo de contato formado pelos
liquidos depositados e facilitando sua fluidez. Entretanto, ndo foram observadas
diferencas entre dispositivos tratados ou ndo com plasma, indicando que seu uso pode
servir para facilitar o preenchimento de dispositivos microfluidicos e diminuir as chances
de formacdo de bolhas de ar, porém néo influencia na qualidade espermatica final.

Ao buscar outros fatores importantes para os resultados encontrados neste estudo,
destaca-se o tempo utilizado para que 0s espermatozoides pudessem nadar de um
reservatorio a outro e a distancia percorrida. O tempo de incubagdo utilizado para a
selecdo pode ser considerado dentro do padréo observado em outros estudos, entretanto,
a distancia entre o reservatorio de entrada até os reservatorios de saida é considerada
superior. Ao avaliar o melhor tempo para que 0s espermatozoides nadassem do
reservatorio de entrada até o reservatorio de saida, Ditsayabut et al. (2018) verificaram
que entre 30 a 35 minutos, um maior nimero de espermatozoides bovinos alcangaram o
reservatorio. Além disso, os autores verificaram que entre as distancias de 5, 7, 10 e 15mm
de comprimento de canal, os melhores resultados referentes a qualidade espermaética foi
obtida nos canais de 5mm, enquanto que aqueles de 15mm obtiveram menor qualidade.
Dessa forma, um dispositivo com menores dimensdes pode apresentar resultados
superiores.

Possivelmente, a distancia utilizada entre os reservatérios de entrada e saida
influenciou nos parametros de viabilidade e integridade de membrana plasmatica neste
estudo. Devido ao maior comprimento, 0s espermatozoides poderiam necessitar de mais
tempo para conseguir chegar em maior concentra¢do nos reservatorios de saida, porém
haveria maior gasto de energia e menor viabilidade. Como o nimero de espermatozoides
necessarios para realizar uma fertilizacéo in vitro é pequeno, seria mais interessante ter
menor quantidade de espermatozoides, porém de qualidade superior ap6s a selecdo
(ORSOLINI et al., 2022). Dessa forma, a redugédo do comprimento dos canais poderia
favorecer a selegdo espermatica, inclusive com a redugdo do tempo necessario.

O Percoll selecionou espermatozoides com maior integridade de membrana e
viabilidade em relacdo aos demais meios utilizados nos dispositivos do grupo controle e
tratamento. Isso se deve ao fato do gradiente de Percoll permitir a reducdo de

espermatozoides com danos em membranas, permitindo que as células apresentem
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melhor capacitacdo, hiperativacdo e, consequentemente, maior sucesso na fertilizacao
(NOGUCHI et al., 2015).

A porcentagem de células normais apresentou média inferior a 70% em todas as
amostras avaliadas, ndo havendo diferenca estatistica entre elas. Possivelmente, o periodo
do ano em que a coleta foi realizada pode ter influenciado na qualidade dos
espermatozoides, visto que ocorreu durante a época seca, sendo condizente com estudo
realizado por Frazdo Sobrinho et al. (2014), no qual espermatozoides coletados durante a
seca apresentam parametros inferiores aos espermatozoides avaliados durante época de
chuva. A avaliacdo morfologica € um dos fatores que influenciam a qualidade e a
motilidade dos espermatozoides (MORRELL; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2009; VAN
DE HOEK; RICKARD; DE GRAAF, 2022), dessa forma, quanto menor for as

anormalidades da amostra, mais chances de se ter sucesso na fertilizacao .

CONCLUSAO

O uso de CAP néo influenciou nos parametros de qualidade de espermatozoides
de carneiros ap0s a selecdo de espermatozoides epididimarios. Em relacdo a quimiotaxia,
0 meio FIV apresentou maior motilidade total em relacdo ao meio MIV e a solucdo NaCl
0,9% e maior motilidade progressiva em relagdo ao meio M1V, tanto no grupo controle
quanto no tratamento, demonstrando ser um meio de maior interesse para 0S

espermatozoides.
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_ ANEXO|
CONFIGURAGOES UTILIZADAS NO CASA

UFERSA - LCGA 26/09/2023 11:12:29
Setup Information Beatriz (ID# A1)
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ANALYSIS SETUP #7: RAM

Apply Sort: 0
Frames Acquired: 30
Frame Rate: 60 Hz
Minimum Contrast: 60
Minimum Cell Size: 5 Pixels
Minimum Static Contrast: 1
Straightness (STR), Threshold: 80,0 %
Vap Cutoff: 21,9 um/s
Prog. Min VAP: 75,0 um/s
VSL Cutoff: 6,0 um/s
Cell Size: 5 Pixels

Cell Intensity: 55
Static Head Size: 0,58 to 8,00

Static Head Intensity: 0,50 to 2,07
Static Elongation: 0 to 69
Slow Cells Motile: NO
Magnification: 1,89
Video Frequency: 60
Bright Field: NO
LED lllumination Intensity: 2200

IDENT lllumination Intensity: 0
Temperature, Set: 37,0 °C

Chamber depth: 20,7 um
Chamber position: 3.5 mm

Chamber position B: 11,5 mm
Chamber position C: 19,5 mm

Chamber position D: 26,5 mm
Chamber type: Leja 20um

Field Selection Mode: SELECT

IDENT Fluorescent Option: OFF
Integrating Time: 1 Frames

Remote image recall: NO
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