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ZORZETTO, M. F. Avaliagdo do sémen de bufalos em trés meios de
criopreservacdo. Botucatu, 2013. 100p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista.

RESUMO

Os programas que visam aumentar a incorporacdo de biotecnologias
reprodutivas a fim de se obter um incremento genético dos rebanhos bubalinos, visando
aumentar a produtividade dos mesmos. No entanto, a melhoria do sistema produtivo e
reprodutivo serd possivel mediante a utilizacdo de tecnologias que viabilizem o melhor
aproveitamento dos animais, como a congelacdo de sémen. Portanto, o presente estudo
teve como objetivo avaliar a qualidade das amostras seminais de bdfalos diluidas em
trés meios diferentes: Botu-bov® (BB), 4gua de coco em p6é (ACP-111) e Tris-gema
antes e apds a criopreservacao utilizando o mesmo protocolo. No presente estudo foram
utilizados 4 touros bubalinos para colheitas seminais utilizando vagina artificial, os
ejaculados foram diluidos com BB, Tris-gema e ACP-111. O sémen fresco foi analisado
quanto ao seu volume, aspecto, cor, concentracdo (camara de Neubauer), morfologia
realizada por microscopia de interferéncia diferencial (DIC), cinética pelo sistema
CASA e pela microscopia de epifluorescéncia. Na pos-congelacdo as amostras foram
avaliadas pelo CASA, citometria de fluxo (membrana plasmatica, acrossoma, lesdes
semelhantes a capacitacdo e fragmentacdo do DNA) e pela microscopia de
epifluorescéncia. Os diluentes BB e Tris-gema apresentaram melhores resultados para
congelacao do sémen de bufalos, em relagdo ao meio ACP-111 (BB 58,59%; Tris-gema
52,64% e ACP-111 36,94% para MT). Porém o diluente BB demonstrou superioridade
em relacdo a motilidade progressiva espermatica (MP para BB, Tris-gema e ACP-111,
47,56%; 40,39% e 29,59% respectivamente), menor porcentagem de indice de
fragmentacdo de DNA (0,85%) e de espermatozoides lesados (24,97%). Assim sendo,
mediante o protocolo do presente estudo deduz-se que o BB apresenta superioridade na
congelacdo de sémen de bufalos, sendo este a melhor opcdo de diluente para essa

biotecnologia.

Palavras chave: Sémen, Criopreservacao, Bufalos, Reprodutores.
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ZORZETTO, M. F. Evaluation of buffalo semen cryopreservation in three ways.
Botucatu, 2013. 100p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

These programs aim to increase the incorporation of reproductive biotechnologies in
order to obtain a genetic increment of buffalo herds to increase their productivity.
However, improving the productive and reproductive system will be possible through
the use of technologies that enable the best use of animals, such as semen freezing.
Therefore, this study aimed to evaluate the quality of semen samples of buffalo diluted
in three different extenders: Botu-bov ® (BB), powdered coconut water (ACP-111) and
Tris-yolk before and after cryopreservation using the same protocol. In the present study
was used four buffalo bulls for seminal collection using artificial vagina. The ejaculates
were diluted with BB, Tris-yolk and ACP-111. The fresh semen was analyzed for
volume, appearance, color, concentration (Neubauer chamber), morphology performed
by differential interference microscopy (DIC), the kinetic by CASA system and
membrane integrity by epifluorescence microscopy. In the post-freeze moment the
samples were evaluated by CASA, flow cytometry (plasma membrane, acrosome,
lesions similar to capacitation and DNA fragmentation) and by epifluorescence
microscopy. The extenders BB and Tris-yolk showed superior results for semen
freezing of buffalo in relation to the ACP-111 (BB 58,59%; Tris-yolk 52,64% e ACP-
111 36,94% for MT). However the diluent BB demonstrated superiority for progressive
sperm motility (MP for BB, Tris-yolk and ACP-111, 47,56%; 40,39% e 29,59%
respectiblely), lower percentage of DNA fragmentation (0,85%) and lower percentage
of damaged sperm (24,97%). Thus, through the protocol of this study it shows that the
BB has superiority in semen freezing of buffalo, appearing to be the best option of

extender for this biotechnology.

Keywords: Semen, Cryopreservation, Buffalos, Breeder.



Introducao



1. Introducéo

O rebanho bubalino brasileiro possui em torno de 1,18 milh&o de cabecas, sendo
que a maior parte do rebanho estd situada na regido norte (aproximadamente 60%),
especificamente, no estado do Paré (aprox. 457 mil cabecas), na regido sul encontram-se
124 mil cabecas (17%) e os demais 23% estdo divididos em pequenos nucleos nas
demais regides (ANUALPEC, 2012).

A importancia da espécie bubalina esta ligada a sua dupla habilidade de
producdo (carne e leite) e a sua forca de tracdo, levando notoriedade & espécie no
cenario econdmico mundial e a investimentos em programas tecnoldgicos semelhantes
aos aplicados em bovinos. Estes programas visam aumentar a incorporacdo de
biotecnologias reprodutivas a fim de se obter um incremento genético dos rebanhos
bubalinos existentes no pais e aumento da produtividade dos mesmos.

Esses animais também possuem importancia por serem explorados em pequenas
propriedades onde geram ganhos substanciais mostrando relevante instrumento de
progresso (BERNARDES, 2007). Segundo este autor, além do Brasil possuir o maior
rebanho da espécie no Ocidente, dispGe de animais com genética superior tanto para
corte como para leite, com performances mais expressivas que as existentes nos paises
de origem.

O incremento no desempenho reprodutivo e produtivo dos rebanhos brasileiros é
necessario para atender a constante demanda crescente por alimento de origem animal.
No entanto, a melhoria do sistema produtivo e reprodutivo s6 sera possivel mediante a
utilizacdo de tecnologias modernas que viabilizem o melhor aproveitamento dos
animais.

Deste modo, a implantacdo de técnicas reprodutivas torna-se importante, uma
vez que possibilita a disseminacdo de genes superiores entre a espécie, alcancando a
melhoria no desempenho dos animais.

Portanto, o principal objetivo de todas as andlises de sémen é obter precisdo, de
forma objetiva, rapida e barata podendo prever a fertilidade da amostra (GILLAN et al.,
2005). Os espermatozoides sdo células que requerem o cumprimento de uma série de
critérios a fim de alcancar a fertilizacdo, por exemplo: a realizacdo do estado de
hiperatividade (hiperativacdo), apresentar o acrossoma intacto, ser capaz de atingir a
capacitacdo, apresentar DNA normal e ser capaz de se ligar a zona pellcida, entre
outros. Dentre os métodos que podem ser utilizados para essas avaliagdes destacam-se a

citometria de fluxo, sendo uma técnica capaz de fazer avaliacdes em células isoladas, o



sistema Computer Digital Image Analysis (CASA) para a avaliagdo da cinética
espermatica, a microscopia de interferéncia diferencial (DIC) para a avaliacdo da
morfologia espermética e de epifluorescéncia para a avaliagdo da integridade de
membrana.

Embora haja estudos em relacdo a criopreservacdo do sémen, ainda existe muita
controvérsia em relacdo aos melhores diluidores, crioprotetores e métodos de
congelacdo e descongelacdo na espécie bubalina. Os espermatozoides, geralmente,
sofrem lesGes durante o processo de criopreservacdo, demonstrando a necessidade de
diluentes que promovam maior protecdo da célula durante esse processo.

Em virtude disso, a presente pesquisa foi baseada na hipdtese de que os meios
Botu-bov® e Tris-gema apresentariam melhores resultados como diluentes no sémen de

bufalos em relacdo ao meio ACP-111.
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2. Reviséo de literatura
2.1 Criopreservacao

Os principios basicos da criopreservacdo do sémen sdo a suspensdo do
metabolismo e a manutencdo das caracteristicas espermaticas por um periodo
prolongado de tempo (AMANN e PICKETT, 1987).

A qualidade do sémen congelado € um dos fatores que afeta a probabilidade de
concepcao (SAACKE, 1984). O uso do sémen congelado na inseminacéo artificial foi
relatado em uma escala limitada em budfalos, por causa da méa congelabilidade e
fertilidade do sémen nessa espécie, quando comparado com o bovino (KAKAR e
ANAND, 1981; MUER et al., 1988; RAIZADA et al., 1990; SINGH e PANT 2000;
ANDRABI et al., 2001, 2008; AHMAD et al.,, 2003; SENATORE et al., 2004;
KUMARESAN et al., 2005).

O processo de criopreservacdo requer que 0s espermatozoides sejam submetidos
a refrigeracdo moderada e controlada, visando preservar a funcdo dessas células, que é a
fecundacao do ovdécito (HOLT, 2000). O controle na redugdo da temperatura diminui a
possibilidade de perda da viabilidade celular, por diminuir a formacdo de cristais de
gelo no interior da célula espermética (KUMAR et al., 2003).

Suarez (1998) relatou que em torno de 50% dos espermatozoides em amostras
normais foram lesados durante as etapas de criopreservacdo, havendo assim,
necessidade da utilizacdo de maior nimero de espermatozoides na insemina¢do com
sémen congelado quando comparado a amostras de sémen fresco.

As principais injurias celulares relacionadas ao choque frio ocorrem entre 15° a
5°C (STORNELLI et al., 2005; WATSON, 2000), levando a queda significativa na
motilidade espermatica e atividade metabdlica (BLACKSHAW e SALISBURY, 1957).

O termo choque térmico define um conjunto de alteracbes ocorridas na célula
espermatica de mamiferos submetida a refrigeracdo rapida da temperatura corporea (x
38 °C) as temperaturas proximas a 5 °C, resultando no decréscimo da motilidade
espermatica, assim como em mudangas na bioquimica e no funcionamento destes
gametas (WATSON, 2000).

Outras alteragdes criticas que podem ocorrer na criopreservagdo ¢ o “efeito
solu¢do”, caracterizado pela desidratagdo excessiva da célula, elevada concentragdo de
solutos, modificacdo do pH e consequente alteracdo na funcdo dos espermatozoides
(FAHY, 1980).



O ponto critico é em torno de -3 °C e -10 °C, neste momento ocorre a formacéao
de cristais de gelo e liberacdo de calor latente de fusdo, o que acarreta aumento da
temperatura no sistema e maiores injurias celulares (WATSON, 2000).

Neste periodo, ocorre mudangas no gradiente osmdtico entre 0s meios intra e
extracelular, alterando o equilibrio e desse modo acontece a desidratacéo celular. Neste
ponto, a taxa de congelacdo deve ser lenta, para evitar a congelacéo da agua intracelular.
A perda de agua e a desidratacéo sdo eventos desejaveis, por reduzir a probabilidade de
formarem canais de gelo intracelulares que causam danos as estruturas internas, assim
como a membrana plasmatica (SQUIRES, 1999).

Desta forma, torna-se estritamente necessaria a descongelacdo na mesma
intensidade, de forma lenta, para que a célula, ao ser reidratada, ndo sofra rompimentos
das membranas biologicas pela rapida reconstituicdo do volume intracelular
(CRESPILHO, 2010).

O processo de congelacgdo répida, aliado a descongelacao lenta, implicara danos
causados pela formagdo de pequenos cristais de gelo, os quais podem se agrupar
formando grandes cristais, que rompem a membrana (WATSON, 2000).

As diferencas entre as espécies quanto a fragilidade do seu espermatozoide ao
processo de refrigeracdo sdo largamente atribuidas as variagdes na composicdo da
membrana plasmatica. A sensibilidade da membrana em se submeter as transi¢Ges
durante a refrigeracdo € inversamente relacionada com a proporcdo de colesterol
presente. Também estd relacionada com a quantidade de acidos graxos saturados e
insaturados presente, sendo que, elevados indices de acidos graxos saturados imprimem
maior susceptibilidade a danos a membrana (DROBNIS et al., 1993).

Segundo Raizada et al. (1990) e Andrabi et al. (2008) ha fatores especificos
biogquimicos que afetam a capacidade dos espermatozdides para evitar os danos
provocados pelos procedimentos criogénicos. Uma das muitas causas possiveis
de menor congelabilidade do sémen de bafalos em comparacdo com
0 bovino pode ser devido as diferengas na quantidade de lipideos nos
espermatozoides (JAIN e ANAND, 1976; TATHAM, 2000). Por exemplo, a
fosfatidilcolina que compde aproximadamente 66% de todos os fosfolipideos
encontrados na membrana plasmatica dos espermatozoides de bufalos
(CHESHMEDIJIEVA e DIMOV, 1994), esta presente apenas ao redor de 50% na
membrana do espermatozoide bovino (PARKS et al., 1987). Do mesmo modo,

fosfatidiletanolamina que corresponde a aproximadamente 23% de todos os



fosfolipideos presentes na membrana plasméatica dos espermatozoides bubalinos
(CHESHMEDJIEVA e DIMOV 1994), corresponde ha apenas 10% na membrana do
espermatozoide bovino (PARKS et al., 1987).

Segundo Ladha (1998), a membrana plasmatica de espermatozoides é rica em
fosfolipideos e fisiologicamente assimétrica, com fosfatidilcolina e esfingomielina
localizadas no folheto externo da bicamada lipidica, enquanto fosfatidilserina e
fosfatidiletanolamina encontram-se situadas no folheto interno. Durante a
criopreservagdo, a membrana plasmatica sofre modificagbes para se adequar as
mudancas de temperatura, como o movimento de translocacdo de fosfolipideos, com
externalizacdo da fosfatidilserina. Transformagfes ocorridas nas membranas
espermaticas durante o procedimento de congelacdo/descongelacdo assemelham-se as
alteracdes fisioldgicas da capacitacao (SILVA et al., 2009a).

Segundo Thomas et al. (2006), semelhante a capacitacdo, a criopreservacao
provoca na membrana plasmatica um estado de maior fluidez e exposicéo de sitios de
ligacdo a moléculas externas, requerendo menor tempo para a célula se capacitar.

Neid et al. (2002) observaram que a célula espermatica de equinos, quando
congelada/descongelada, sofre maior acdo da peroxidacdo lipidica do que a célula
refrigerada, ou ndo exposta a criopreservacdo. Estes resultados também foram
encontrados no sémen de bubalinos (KADIRVEL et al., 2009).

Os protocolos para criopreservacdo do sémen bovino geralmente incluem o
resfriamento do sémen a 4 a 5°C, seguido por um intervalo variavel de equilibrio (de 30
minutos a 24 horas) sob temperatura de refrigeracdo e posteriormente a congelagéo
seminal (LEITE et al., 2010).

Estudando a utilizacdo de 4 ou 18 horas de tempo de equilibrio em sémen de
touros holandeses, Foot et al. (2001) chegaram a conclusdo de que 4 horas foram
suficientes para o sémen refrigerado tornar-se equilibrado e oferecer uma boa
congelacao/descongelacdo e sobrevivéncia dos espermatozoides.

O periodo de equilibrio varia de acordo com a espécie animal, com o protocolo
de congelacdo/descongelacdo e também segundo o meio diluente utilizado (CHACUR,
1996).

2.2 Diluidores de Sémen
A primeira etapa envolvida na criopreservacao é a diluicdo do sémen em meios

especificos, evitando-se os efeitos deletérios (FOOTE, 1982).



A diluicdo do sémen € importante por: permitir uma protecdo efetiva do sémen
com antibioticos, minimizando a possibilidade de transmissdo de patdgenos ou de
organismos  potencialmente  patogénicos; prolongar a sobrevivéncia  dos
espermatozoides e protegé-los de condi¢bes ambientais desfavoraveis; aumentar o
volume ejaculado; reduzir os efeitos toxicos dos subprodutos do metabolismo
espermatico e possibilitar a avaliacdo apropriada da motilidade espermaética individual,
evitando, a0 mesmo tempo, a aglutinacdo dos espermatozoides (BITTENCOURT,
2009).

Porém, os diluidores e crioprotetores podem causar danos irreversiveis aos
espermatozoides se a estrutura fisico-quimica da célula for afetada, diminuindo assim a
motilidade e a capacidade fecundante (PICKETT et al., 1987).

Os agentes crioprotetores mais utilizados sdo: gema de ovo, glicerol e agucares,
sendo empregados em diferentes porcentagens de acordo com a composi¢do dos
diluidores (CHACUR, 1996).

A gema de ovo € um dos ingredientes importantes dos crioprotetores de sémen,
pois protege as membranas celulares contra o choque térmico e impede ou restaura a
perda de fosfolipidos da membrana do espermatozéide (YADAYV, 2010).

Rasul et al. (2000) realizaram um estudo para identificar o tampéo apropriado
para a criopreservacdo de sémen de bufalo. Os tampdes testados foram Tris-citrato de
sodio, acido Tris-citrico, Tris-Tes ou Tris-Hepes. Os autores observaram que Tris-
citrato tendia a ser superior por melhorar as caracteristicas do movimento dos
espermatozdides.

Oba et al. (1994) e Chacur et al. (1997) relataram que o TES tem valor igual ao
Tris-base em relacdo a pos-descongelacdo, quando avaliaram a motilidade, retengéo do
acrossoma e integridade da membrana.

Com a utilizagcdo de um meio diluente glicina-gema e congelando ejaculados de
bufalos, Roy et al. (1956) mantiveram na pds-descongelacdo, motilidade média de 80%,
em relacdo a motilidade inicial das amostras a fresco, resultado tido como satisfatorio
pelos autores.

No Brasil, Vale et al. (1984) utilizaram trés animais Murrah, com idades entre
dois a oito anos, dos quais foram congelados ejaculados com os meios a base de TRIS e
TES, alcancando uma taxa de concepcao média de 57,1%, para ambos os diluidores.

Fritsch (1994) trabalhando com os meios a base de TRIS e TES, em trés tempos

de equilibrio, concluiu que os dois diluidores sdo adequados na manutencdo da



viabilidade espermatica do sémen bubalino, demonstrando que o diluidor TES
proporcionou resultados superiores de viabilidade pos-criopreservacdo, com 0s
melhores tempos de equilibrio entre cinco e meia e sete horas.

Segundo Barnabé et al. (1996) com a utliza¢do dos diluentes TRIS, TES-TRIS e
glicina, a motilidade progressiva pos-descongelagdo apresentou médias de 30, 40 e
50%, respectivamente, valores esses obtidos de 30 ejaculados oriundos de um
reprodutor da raca Murrah.

Em animais da raca Mediterranea, no Brasil, Oba et al. (1993) descreveram a
utilizacdo do diluidor TES, demonstrando que a motilidade espermética apresentou um
comportamento semelhante antes e apds a diluicdo. Achados similares foram descritos
por Chacur (1996) com bufalos da raca Murrah utilizando o mesmo diluidor. Este
mesmo autor, testando os tempos de equilibrio de uma, duas, trés e quatro horas nao
observou diferenca no vigor e motilidade espermatica pds-congelacdo usando o0s
diluentes TES, Glicina-Gema e Triladyl, concluindo que estes diluidores foram
adequados para criopreservacao do sémen bubalino.

Crespilho (2010) relatou que os diluidores TRIS e Botu-Bov® foram mais
efetivos para a congelacdo do sémen de touros, mostrando-se mais vantajosos em
relacdo ao meio Botu-Bov® a base de lecitina de soja (BB-L) pela producdo de um
maior numero de amostras seminais adequadas para a utilizacdo em programas de IA.

O meio de congelacdo ACP® consiste em um pé fino, uniforme e desidratado
formulado de &gua de coco obtida apds a selecdo dos frutos, colheita do endosperma
liqguido e submissdo ao processo de desidratagdo (SILVA et al.,, 2000). Existem
diferentes formas de ACP®, cada uma ajustada de acordo com o propésito do pH e
osmolaridade resultante de cada meio. O ACP-111® foi desenvolvido especialmente
para a conservacdo de sémen bovino (MACHADO, 2010), contudo ja foi testado na
conservacao de sémen ovino (MACHADO et al., 2006), caprino (SALGUEIRO et al.,
2002), equino (SAMPAIO NETO et al., 2002), suino (TONIOLLI et al., 2009) e canino
(CARDOSO et al., 2005), além disto também foi utilizado como meio de maturacdo de
oocitos caninos (SILVA et al., 2000).

Os diluentes Botu-Bov® e ACP-111® até o momento da realizagdo do presente

estudo ndo foram testados em sémen de bufalos.
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2.3 Colheita do Sémen

O sémen pode ser colhido por meio de eletroejaculacdo, vagina artificial e
massagem das glandulas sexuais anexas e é obtido com um tubo graduado de 15 ml de
plastico, a fim de facilitar a mensuragdo do volume. Deve-se cobrir o tubo com um
protetor para evitar contato com os raios UV e as mudangas bruscas de temperatura que
afetam o sémen (NORDIN et al., 1990).

Segundo Alvarez (2003) e Koonjaenak e Rodriguez (2007) a melhor forma de se
obter amostras de sémen de bufalo é utilizando uma vagina artificial, com temperatura
entre 40 °C e 42 °C. O touro bufalo é, talvez, um dos machos domesticos mais
facilmente treinados para colheita de sémen, especialmente com vagina artificial, e
geralmente, o touro bubalino ejacula dentro da vagina j& na primeira tentativa.

Sansone (2000) relatou que duas colheitas sucessivas a cada 3-4 dias a partir dos
30 meses de idade produz maior volume de ejaculado e producdo de espermatozoides.
Nesse aspecto, Vale (2006) observou que um touro bufalo que tenha esgotado as suas
reservas por excesso de servi¢os seminais, precisa de cerca de uma semana para repor
sua reserva. Quando os bufalos machos permitem o servico uma vez ou duas vezes por
dia durante curtos periodos, o descanso noturno é suficiente para restaurar 0 numero
original de espermatozoides.

De acordo com Vale (2006) nao ha evidéncia de que a fertilidade é reduzida pela
frequéncia de ejaculagdes. Os touros bubalinos podem servir diariamente e ainda em
maior frequéncia durante periodos limitados, mantendo um elevado nivel de fertilidade.
O macho bubalino pode ser subfértil, durante periodos de 1 a 4 semanas apds estresse

causado por febre, calor ou doengas agudas.

2.4 Avaliagéo do ejaculado

2.4.1. Volume

O volume de sémen deve ser medido imediatamente ap6s a colheita. Varia
dependendo da raga, idade, tamanho, nimeros de saltos, métodos de colheita, nutricdo
do animal, saiude e ambiente (NAZIR, 1988). Vale (1994) e Almaguer et al. (2007)
sugeriram que em touros na puberdade o volume é de cerca 1 mL e de 3 mL apds
atingirem a maturidade.

Koonjaenak e Rodriguez (2007) encontraram o volume de 3-4 mL em ejaculados
de bufalos da raca Nili-Ravi, que é semelhante ao descrito por Sajjad et al. (2007). O
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volume de ejaculado varia dependendo da idade do touro, encontrando-se um aumento
de volume entre 4 a 12 anos (PANT et al., 2003). Corroborando para esses achados,
Nordin et al. (1990) encontraram um maior volume de ejaculado em touros adultos do
que nos jovens. De forma oposta, Javed et al. (2000) ndo encontraram diferencas

significativas no volume de sémen de touros em diferentes idades.

2.4.2 Cor e Densidade

A cor do ejaculado pode variar caso haja urina, sangue ou pus presente, ou
ainda, devido a dieta do animal. A coloracdo pode variar desde um acinzentado até o
amarelo citrino (HAFEZ, 2004).

A densidade do sémen depende das variagbes na concentracdo de
espermatozoides. Sémen geralmente varia do branco leitoso ao creme, com a densidade
do sémen variando de um aquoso, leitoso, leitoso-cremoso, até cremoso (CANIZALES,
2011).

Vale (1994) encontrou diferengas significativas na densidade entre
espermatozoides integros ou lesados. Koonjaenak e Rodriguez (2007) encontraram
diferencas significativas na cor e densidade no sémen do reprodutor bubalino e estas

foram afetadas pela idade dos touros.

2.4.3 Motilidade

A motilidade segundo Barth (2000) € o resultado da avaliacdo do movimento do
espermatozoide. Esta avaliacdo é efetuada numa lamina perfeitamente limpa com uma
gota de 3 a 4 mm de sémen e coberto com uma laminula. Deve-se observar em objetivas
de 20X ou 40X, de preferéncia em microscopio de contraste de fase, e os resultados sdo
expressos em percentagem (0% a 100%).

Sajjad et al. (2007) em touros da raca Nili-Ravi entre 12 e 15 anos encontraram
uma motilidade de 51,53 * 2,23%, resultados similares foram encontrados por Javed et
al. (2000) em bufalos da mesma raca e faixa de idade (56,89 = 0,65%). Contrariamente,
Suryaprakasam e Rao (1993), Kumar et al (1993) e Younis (1996) relataram uma
motilidade (> 60 %) na raca Murrah e Nili-Ravi.

Koonjaenak e Rodriguez (2007) relataram um motilidade individual progressiva

dos espermatozoides de 65% para 80% em touros bdfalo Nili-Ravi, de 6 a 18 anos.
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Aguiar et al. (1994) encontraram 78,6 + 5,6% de espermatozoides moéveis nos estados
brasileiros de Minas Gerais e Bahia.

A diferenca na motilidade dos espermatozoides pode ser devido a época de
amostragem do sémen e a leitura subjetiva. A avaliagdo subjetiva da motilidade dos
espermatozoides é realizada rotineiramente. O resultado depende muito da experiéncia
do operador, o que implica em uma variacdo entre as estimativas adequadas para 0s
problemas de fertilidade (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003). Para reduzir esta
variacdo, se desenvolveu ao longo das Ultimas duas décadas um método
computadorizado Computer Assisted Sperm Analysis (CASA; SANSONE et al., 2000).

2.4.4 Analise Computadorizada do Sémen (CASA)

Técnicas tradicionais de avaliacdo da motilidade em massa, porcentagem de
motilidade e progressiva, apesar de serem comuns e rapidas, € o0 equipamento exigido
ser simples, tem um forte carater subjetivo, porque estdo sujeitas a interpretacfes e
examinadores diferentes (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003).

A grande vantagem do CASA estd em ser "objetivo", avaliar a motilidade do
espermatozoide e também diversos outros parametros da cinética espermatica
(JANUSKAUSKAS et al., 1999, HALLAP et al., 2004). O sistema CASA permite a
deteccéo de alteragcbes do movimento espermatico e melhorou a qualidade dos estudos
em laboratorios.

A técnica CASA utiliza um software que analisa e grava cada caracteristica do
movimento espermaético, facilitando a comparacdo de resultados entre diferentes
laboratorios e possibilitando diagnosticar as mais sutis diferencas entre reprodutores ou
tratamentos (CONTRI et al., 2010). Este detalhamento da cinética celular proporcionada
pelo CASA reflete diretamente na qualidade de analise dos espermatozoides presentes
em uma amostra seminal (FARREL et al., 1996).

O movimento espermatico corresponde a uma das caracteristicas mais
importantes associadas ao potencial de fertilizagdo de uma amostra, reportando-se uma
clara associacdo entre a auséncia de movimento e os quadros de infertilidade (OLDS-
CLARKE, 1996).

2.4.5 Concentracao Espermatica
O numero de espermatozoides é expresso em milimetros cubicos, para se

determinar tal numero sdo usados métodos tais como: contagem em cémara de
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Neubauer e espectrofotometria (PANT et al., 2003.). A concentragdo espermatica tem
grande variacdo (600 - 1500 milhdes de células por mL) e este parametro é afetado por
condicdes sazonais, nutricionais e a idade dos bufalos reprodutores (LOHACHIT,
1984).

MedigOes mais rotineiras da concentracdo séo feitas por um espectrofotdmetro.
Em bufalos criados na Bahia (Brasil) foram observadas concentrac6es de 1166,3 £ 17,5
x 10° espermatozoides/mL (AGUIAR, 1994). Em bufalos da raga Murrah criados na
india, Kumar et al., (1993) encontraram concentracdes de 524,1 + 20,7-1031,4 + 28,7 x
10° espermatozoides/mL. Resultados semelhantes foram observados por Rattan (1990)
na raga Nili-Ravi, Koonjaenak e Rodriguez (2007).

Javed et al. (2000) observaram menores concentracfes de espermatozoides em
bufalos mais velhos comparados com animais mais jovens. No entanto, Younis (1996)
ndo encontrou nenhuma diferenca significativa na concentracdo de espermatozoides

entre bufalos jovens e velhos.

2.4.6 Viabilidade e Morfologia

O teste de viabilidade avalia a percentagem de espermatozoides com membrana
integra ou lesada em um ejaculado e avalia a integridade da membrana plasmatica do
espermatozoide. O corante preferivelmente usado é eosina-nigrosina. Em um eppendorf
previamente aquecido a 37-38 °C, mistura-se 5 pL de sémen com 15 uL de corante
(eosina-nigrosina) e deixa-se em repouso durante 30 segundos. Elabora-se um esfregaco
e deixa-se secar ao calor, observado em microscopia dptica de luz com ampliagdo de
40x. Os espermatozoides vivos e com membrana plasmatica intacta ndo permitem a
passagem de eosina para dentro da célula e ficara de cor transparente no microscopico,
enquanto que os espermatozoides mortos, com a perda funcional da regido da
membrana, permite a passagem do corante e é observado de cor roxa. O valor minimo
considerado aceitavel é de 70% de espermatozoides vivos (KOONJAENAK et al.,
2007).

A morfologia espermaética avalia a percentagem de espermatozoides normais e
anormais em uma dada amostra. Palacios (2005) observou que a morfologia dos
espermatozoides € um fator determinante na capacidade de fertilizacdo do
espermatozoide, uma vez que existe uma correlacdo entre os defeitos do espermatozoide

e a infertilidade.
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Os espermatozoides podem conter alguns defeitos de conformacgéo, estas
alteracdes sdo devido a espermiogénese defeituosa, sendo por heranca, enfermidade,
estresse por calor ou frio, exposicdo a condi¢cbes ambientais adversas, repouso sexual
prolongado (mais de 60 dias), e técnicas inadequadas de manipulacdo do sémen
(SAEED et al., 1994).

A maioria dos estudos que avaliaram anormalidades acrossomais foram
realizados utilizando a coloracéo de Giemsa (RAMAKRISHNAN e ARIFF,1994). Mais
de 90% dos espermatozoides foram observados com acrossoma intacto em touros da
raca Murrah, em que o sémen foi avaliado com o corante Giemsa (AGUIAR, 1994;
KUMAR, 1993). Talevi et al. (1994) reportaram resultados semelhantes utilizando a
fluorescéncia lectina.

Em estudos de Saeed et al. (1994) em touros da raca Murrah, a maior parte das
alteracdes foram encontradas na cabeca do espermatozoide (5,78 £ 2,1%), enquanto que
as anormalidades de peca intermediéria foram menor que 1% e outras anormalidades
variaram de 3,92 + 1,0% a 5,7 £ 0,4%. O aparecimento de gota citoplasmatica foi
inferior a 1%. Propor¢des semelhantes de anormalidades foram observadas no sémen de
bufalos da raca Murrah do Brasil (AGUIAR et al. 1994, KUMAR, 1993).

Sajad et al. (2007) em touros da raca Nili-Ravi com idade entre 12 a 15 anos
mostraram alteracdes de 11,67 + 0,90% , resultados semelhantes foram encontrados por
Saeed (1990).

Koonjaenak e Rodriguez (2007) encontraram menos de 15% de anormalidades
em espermatozoides de bufalos, onde a anormalidade mais comum foi & cabeca
piriforme, seguida de acrossomas Knobbed, que é a presenga de um granulo no
acrossomo, sendo de origem hereditaria e esté ligado diretamente com a infertilidade do
animal quando encontrado em grande quantidade. A terceira anormalidade mais
encontrada foi a gota citoplasmatica proximal e em seguida caudas dobradas, estes
resultados foram detectados por contraste de fase em microscopia de luz. Além disso,
determinaram que a idade do bufalo reprodutor tem efeito significativo sobre a
incidéncia geral de anormalidades de cabeca, defeitos do acrossoma, gota citoplasmatica
proximal e defeitos de cauda totais.

2.5 Citometria de Fluxo
Os espermatozoides sao células que requerem cumprir determinadas etapas a fim

de alcancarem a fertilizagdo, por exemplo: entrar em estado de hiperatividade



15

(hiperativacao), acrossoma estar intacto, atingir a capacitacdo, o DNA estar integro e ter
a capacidade de se ligar a zona pelUcida, entre outros. Dentre os métodos que podem ser
utilizados para essas avaliacbes destaca-se a citometria de fluxo, sendo uma técnica
capaz de fazer medigdes em células isoladas.

O citémetro de fluxo tem resultado rapido em todas as subpopulagfes dentro de
uma amostra, tornando-o ideal para a avaliacdo de populagdes heterogéneas, tais como
espermatozoides. Essa metodologia, alem de ser utilizada para as analises espermaticas,
também realiza a sexagem do sémen, ou seja, a separacdo dos espermatozoides que

carregam dos cromossomos X e Y (GILLAN et al., 2005).

2.5.1 Viabilidade e Integridade Acrossomal

Na avaliacdo da integridade de membrana as sondas mais utilizadas séo as de
iodeto de propidio (PI) e etidio homodimero (EH), marcando a viabilidade. Esses
corantes ao entrarem nas células com o plasmalema danificado emitem fluorescéncia
vermelha quando ha ligacao de acidos nucléicos (PI: 636 nm; EH: 617 nm) (GILLAN et
al., 2005). Segundo Garner et al. (1986) outras sondas podem ser usadas para avaliar a
viabilidade, emitindo fluorescéncia verde ao entrar em células metabolicamente ativas
(por exemplo, diacetato de carboxifluoresceina).

O uso das lecitinas, que se ligam a residuos glucosidicos em diferentes partes da
membrana acrossomal, tem sido demonstrado com a mesma finalidade em uma ampla
gama de espécies. Pisum sativum (ervilha) aglutinina (PSA) (TAO et al., 1993) e
Arachis hypogaea (amendoim) aglutinina (PNA) (TAO et al., 1993; THOMAS et al.,
1997; NAGY et al., 2003; MARTINEZ-PASTOR et al., 2005) tém sido as lecitinas
mais utilizadas para as analises do acrossoma, devido a sua especificidade.

Sondas acrossomais sdo geralmente conjugadas com um fluorocromo que emite
fluorescéncia verde, como a fluoresceina de isotiocianato (FITC), e combinado com a
viabilidade ou corantes Pl e EH. Atualmente, eles estdo disponiveis conjugados com
fluorocromos emitindo comprimentos de onda diferentes. Por exemplo, Nagy et al.
(2003) propuseram o uso conjugado de PNA com o fluorocromo ficoeritrina laranja
(PE-PNA), que provido entre o verde SYBR-14 e o vermelho PI, tem sido utilizado com
sucesso conjugado com o fluorocromo laranja tetrametilrodamina isotiocianato
(TRITC), em uma coloracdo tripla com YO-PRO® -1 e MitoTracker® Deep Red FM
(DOMINGUEZ-REBOLLEDO et al., 2010).
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2.5.2 Lesdes semelhantes & capacitacéo

A capacitacdo espermatica € um requisito necessario para que ocorra a
fertilizacdo e resulta em alteragdes na membrana plasmética as quais tornam os
espermatozoides capazes de efetuar a reacdo acrossomal, que, em condig¢Oes
fisiologicas, ocorre durante exposicdo a uma glicoproteina que compe a zona pellcida
do ovdcito (BLEIL e WASSARMAN, 1983; GADELLA et al., 2008).

Assim, muitas técnicas de fluorescéncia foram adaptadas para citometria de
fluxo, para medir as mudangas neste evento. A coloragdo com clorotetraciclina é a
técnica mais apropriada e representativa na deteccdo da capacitacdo em
espermatozoides (WARD e STOREY,1984).

Merocyanine 540 (M540) tem sido utilizada como uma alternativa para a
deteccédo de capacitacdo (HARRISON et al., 1996). No entanto, sua utilidade tem sido
questionada, pois pode detectar células com membrana degeneradas, além de avaliar sua
capacitacdo (MURATORI et al., 2004). Essa sonda pode ainda ser util para avaliar a
permeabilidade da membrana (PENA et al., 2004; FERNANDEZ-SANTOS et al., 2007;
CABALLERO et al., 2009). A capacitacdo envolve mudancas de pH citosélico e
aumento dos niveis de calcio. A capacitacdo e maturacdo dos espermatozoéides sdo
caracteristicas reguladas por fosforalizacéo das proteinas.

O processo de apoptose tem sido detectado em espermatozoides com o auxilio
da citometria de fluxo (PENA, 2007). Um dos passos iniciais da apoptose é a
translocacdo de fosfatidilserina do interior para o exterior do folheto da membrana
plasmética, que pode ser detectada pela anexina V. Este marcador, conjugado com
FITC, foi analisado pela citometria de fluxo para detectar mudancas sutis na membrana
plasmatica relacionadas ao processamento de espermatozoides, como a congelacao e a
descongelacdo ou outros estresses em varias espécies domésticas [touro: ANZAR et al.
(2002); JANUSKAUSKAS et al. (2003); javali: GADELLA e HARRISON (2002),
PETRUNKINA et al. (2005); PENA et al., (2005a)].

Atualmente, a anexina V esta disponivel conjugada com uma ampla variedade

de fluorocromos.

2.5.3 Avaliacdo da cromatina (fragmentacdo do DNA)
A estrutura da cromatina do espermatozoide (proteinas associadas ao DNA)
pode ser mensurada por varios métodos, incluindo os ensaios “Tunnel” e Cometa, assim

como a citometria de fluxo ap6s tratamento com acido e coloragdo dos espermatozoides
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com acridina orange (AO). Estes testes avaliam o grau de fragmentacdo de DNA que
ocorre apos tratamento quimico do complexo DNA-cromatina dos espermatozoides e
que pode refletir indiretamente na qualidade do DNA dos espermatozoides

(TUREK, 2005).

Espermatozoides com a cromatina danificada podem prejudicar a capacidade dos
espermatozoides viaveis de fertilizarem, como também diminuir a fertilizacéo in vitro
ou 0 sucesso da inseminacdo artificial, podendo causar abortamentos, anormalidades
fetais e até mesmo reduzir a aptiddo da prole (VIRRO et al., 2004). O SCSA® (SCSA
diagnosticos, Brookings, Dakota do Sul, EUA) é o teste mais difundido para a avaliacao
da cromatina de espermatozoides por citometria de fluxo. Este teste é relativamente
simples de se executar: amostras de espermatozoides sdo submetidas a uma etapa de
desnaturacdo do DNA, misturado com a solucdo AO (laranja) e analisados por
citometria de fluxo (EVENSON e JOST, 2000).

Acridina orange é um fluorocromo metacromético prontamente intercalado no
DNA. A etapa de desnaturacdo induz a formacéo de rupturas no DNA, portanto, cada
cabeca de espermatozoide analisado pela AO produz uma mistura de fluorescéncia
verde e vermelha quando atingido por um laser de 488 nm, dependendo do indice de
fragmentacdo do DNA e a susceptibilidade a desnaturagdo da cromatina.

Os dados sdo processados para obter de cada espermatozoide o total de
fluorescéncia vermelha emitida, indicando o indice de fragmentacdo do DNA (IDF).
Uma série de valores de corte pode ser definida para IDF, para obter a porcentagem de
espermatozoides com IDF moderada (de corte em 0,25 IDF) e com alta IDF (de corte
em 0,75 DFI).

Esses dados demonstram a necessidade de novas metodologias e diluentes que
promovam uma maior protecdo da célula durante o processo de criopreservacdo para
minimizar os danos causados durante o processo. Especialmente na espécie bubalina,

onde, ainda sdo poucos os trabalhos referentes a congelacéo.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral
O presente estudo teve como objetivo avaliar a qualidade das amostras seminais

de bufalos diluidas em trés meios diferentes: Botu-bov®, 4gua de coco em p6 (ACP-111%)

e Tris-gema antes e ap0s a criopreservacao.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a integridade da membrana dos espermatozoides;

Comparar a congelabilidade do sémen bubalino diluido com trés diferentes
crioprotetores (Botu-bov®, ACP-111® e Tris-gema);

Avaliar motilidade, motilidade progressiva, velocidade ao longo de uma
trajetoria media (VAP), velocidade progressiva (VSL), velocidade curvilinear
(VCL), percentagem de espermatozoides rapidos (RAP) com o emprego do
analisador computadorizado dos movimentos espermaticos CASA, pré e pos-
congelacao;

Avaliar a integridade da membrana pela técnica modificada por Harrison e
Vickers (1990), com a associacdo das sondas fluorescentes diacetato de
carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propidio (IP), nos momentos pré e
pos-congelacgéo;

Avaliar as alteracdes morfoldgicas (defeitos espermaticos) em microscopia de
interferéncia diferencial (DIC);

Avaliar a integridade do acrossoma, integridade da membrana citoplasmatica,
lesGes semelhantes a capacitagéo e indice de fragmentacdo de DNA com o0 uso

da técnica de citometria de fluxo, ap6s a descongelacdo das amostras de sémen;



Material e Métodos
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4. Material e Métodos
4.1 Local do experimento
O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista, Fazenda
Experimental Lageado, FMVZ — UNESP/Botucatu, latitude -22,89° e longitude -48,45°.
Os animais permaneceram confinados em piquete coberto com sombrite, cercado com

cerca elétrica, contendo bebedouro com fornecimento de 4gua ad libitum e comedouro.

4.2 Animais

Dois meses antes do inicio do experimento sete animais mesticos da raca Murrah
foram condicionados a conducéo por cabresto, estimulagéo do salto e colheita de sémen
com vagina artificial modelo Botucatu (OBA, 1993). Foi utilizada uma fémea da mesma
espécie e raca como manequim para 0 momento da colheita; e a estimulacao do estro foi
induzida com a administracdo de 2,0 mL via intramuscular de Cipionato de Estradiol -
ECP®. O cio foi observado 48h apés a aplicacéo do horménio.

Para 0 experimento apenas quatro animais dos sete condicionados inicialmente
foram colhidos, pois os trés animais ndo apresentaram libido e se recusavam a montar.

Os animais utilizados no experimento apresentavam idades de 4, 6 e 7 anos.

4.3 Alimentagéo
Os sete machos ficaram confinados em baia coletiva e receberam a mesma dieta
composta por concentrado comercial (18% PB), sal mineral ad libitum e feno (Tifton
tipo A). A dieta foi fornecida duas vezes ao dia, pela manh& (8h) e tarde (16h),

mantendo sobra diéria referente a 5% do fornecido.

4.4 Colheita de sémen

Previamente ao inicio do experimento, os animais foram submetidos a um
periodo de adaptacdo de 30 dias (julho) em que foram condicionados a colheita de
sémen (duas vezes por semana) e ao cabresto, sendo que apds este periodo deu-se inicio
ao experimento. No periodo experimental também foram realizadas duas colheitas
semanais durante um més com a finalidade de melhorar a qualidade do sémen. A
colheita de sémen foi realizada com vagina artificial modelo Botucatu com temperatura
entre 42 a 46 °C, preconizada por Vale et al. (1984) e Vale (1994). Durante o periodo

experimental foram realizadas 32 colheitas entre os meses de agosto e setembro.
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4.5 Andlises do Ejaculado
Na avaliacdo dos ejaculados foram consideradas as caracteristicas macro e
microscopicas, sendo, portanto, as seguintes analises realizadas:
e Mensuragédo do volume em tubo de ensaio graduado;
e Avaliacdo visual do aspecto e cor;
e Contagem da concentragdo espermética utilizando a cémara

hematocitométrica de Neubauer, em diluigdo de 1:200.

Foram utilizados trés diluidores para congelacdo, o meio Tris-gema (30g Tris-
[hidroximetilaminometano], 17g é&cido citrico, 12,59 de frutose, 0,20g sulfato de
amicacina, 2 mL de Orvum Est Pastum (OEP) e 200mL de gema de ovo para 1000mL
da solucdo); o diluidor Botu-Bov® (BB; Botupharma Ltda, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil)
e o diluidor a base de agua de coco em p6 ACP -111 (Universidade Estadual do Ceara —
UECE).

O diluidor ACP-111 foi preparado com o seguinte protocolo: a &gua de coco em
po foi diluida em 50 mL de &gua destilada e acrescentado 20% de gema de ovo. O meio
foi centrifugado por aproximadamente 1h e meia, logo apds foi separado o sobrenadante
e adicionado 7% de glicerol. O diluidor, por fim, foi separado em tubos graduados de 50
mL e mantidos congelados em freezer (-20 °C).

Uma aliquota de sémen (10 uL) foi colocada em trés eppendorfs diferentes,
previamente aquecidos em banho seco a 37 °C, e cada amostra foi diluida até se obter
concentracdo de 50x10° espermatozéides/mL com os diluentes BB, Tris-gema e ACP-
111 para posterior avaliagéo.

Apos a diluicio das amostras foi realizada a analise no sistema Computer Digital
Image Analysis (CASA) (HTM-IVOS 12; Hamilton-Thorne Research, Danvers, MA,
USA) depositando uma aliquota de 10 puL da amostra diluida, em uma camara de
Makler (Makler Counting ChamberR, Sefi-Medical Instruments Itd., Haifa, Israel) pre-
aquecida a 37°C. Em cada amostra avaliou-se no minimo 500 células e as seguintes
variaveis foram consideradas: motilidade total (MT, %), motilidade progressiva (MP,
%), velocidade ao longo de uma trajetoria media (VAP, um/s), velocidade progressiva
(VSL, um/s) velocidade curvilinear (VCL, um/s) e percentagem de espermatozoides
rapidos (RAP, %). Tais analises foram realizadas antes e apds a congelacdo do sémen.
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A avaliagdo da integridade da membrana (IMP%, espermatozoides viaveis) foi
realizada nos momentos antes e apos a congelacdo do sémen, empregando-se a técnica
modificada por Harrison e Vickers (1990) pela associacdo das sondas fluorescentes
diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propidio (IP). Uma amostra de 10
uL previamente diluida (sémen + meio de congelagdo) foi adicinonada em 25 pL da
solucdo de trabalho composta por: 1 mL de citrato de sodio a 2,95%; 10uL de formol
salino; 10 pL de carboxifluoresceina e 40 uL de iodeto de propidio. As amostras foram
observadas em lamina e laminula na objetiva de 40X por microscopia de
epifluorescéncia e foram contadas 100 células, sendo consideradas integras as coradas
totalmente em verde, e lesadas as coradas em vermelho ou em verde e vermelho.

Amostras de sémen fresco (10l de sémen) foram conservadas em eppendorfs
contendo 1,0 mL formol salina em geladeira (4°C) para avaliagdo da porcentagem de
alteracdes morfologicas dos espermatozoides (cauda, cabega, acrossoma e peca
intermedidria) presentes em cada ejaculado com emprego da microscopia de
interferéncia diferencial (DIC, Leica DM 2500). A anélise das amostras foi realizada
mediante observacdo em lamina e laminula em um aumento de 100X e 100 células
foram contadas.

Apo6s a descongelacdo do sémen as andlises para integridade acrossomal,
integridade da membrana, lesGes semelhantes a capacitacdo e indice de fragmentacéo de

DNA foram realizadas através de citometria de fluxo.

4.6 Congelacao e Descongelacéo do sémen

De acordo com os pardmetros encontrados na concentragdo e motilidade
espermaticas, foram acrescentados os trés tipos de diluentes, Tris-gema, Botu-Bov® e
4gua de coco em pé (ACP-111%), até atingir o volume para padronizacdo da
concentragdo em 50x10° espermatozoides por palheta.

O envase foi realizado manualmente em palhetas francesas de 0,5 mL e, essas,
submetidas a congelacdo. Para o procedimento de congelacdo as mesmas foram
distribuidas em um grade telada e resfriadas a 5 °C por quatro horas em geladeira
(MiniTub®), com uma curva de resfriamento de 3 °C por minuto até estabilizarem a 5
°C.

Decorrido esse periodo a grade contendo as palhetas foi transferida para uma caixa
isotérmica de isopor de 45 litros com 3,5cm de nitrogénio liquido (N.L), onde foi
disposta horizontalmente 3 cm acima do nivel do N,L durante 20 min. Para finalizar a
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congelagdo das palhetas foi realizada a imersdo das mesmas no NjL. Posteriormente as
amostras foram acondicionadas em globetes e conservadas em container criogénico a -196 °C.
Para a descongelacdo das palhetas realizou-se a imersdo das mesmas em banho-
maria a 37 °C por 30 segundos. Apos a descongelacdo foram realizadas as andlises para
as caracteristicas anteriormente mencionadas CASA, integridade da membrana

(microscépio de epifluorescéncia) e citometria de fluxo.

4.7 Citometria de Fluxo
Para as analises de citometria de fluxo, foi utilizado o equipamento BD LSR
Fortessa (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) equipado com lasers: azul 488-
nm, 100 mW; vermelho 640-nm, 40 mW e violeta 405-nm. Os dados foram avaliados
por programa do mesmo fabricante BD FACSDiva™ software v6.1. De acordo com as

analises descritas a seguir.

4.7.1 Integridade das membranas plasmatica e Acrossomal

Para a avaliacdo da integridade da membrana plasmatica e acrossomal foram
utilizadas as sondas iodeto de propidio (PI; P4170, Sigma), FITC-PSA (L-0770, Sigma)
de acordo com protocolo desenvolvido por Arruda et al. (2003) modificado com a
adicdo do Hoechst (H33342, 100 mg/mL, H-1399, Molecular Probes Inc., Eugene,
Oregon, EUA). Assim, numa amostra de 400 uL de sémen diluido em TALP na
concentracdo de 10x10°espermatozéides/mL foram adicionados 5pL de H3342
(100pg/mL), 5uL de PI (50ug/mL) e 0.5uL de FITC-PSA (2ug/mL), e entdo

homogenizadas e incubadas por 15 minutos a 37°C ao abrigo da luz.

4.7.2 Lesdes semelhantes a Capacitacao

Para essa avaliacdo foram utilizadas as sondas anexina V-FITC Kit de apoptose
(6710KK; Pharmingen) e PI de acordo com as recomendacdes do laboratorio, também
modificada com a utilizacdo do Hoechst 33342. Assim, aliquotas de sémen foram
diluidas em solugdo tamp&o de anexina V (10 mM Hepes/NaOH — pH 7,4 — 140 mM
NaCl, 2,5 mM CaCl,) a uma concentracéo de 2x10°espermatozéides/mL; um volume de
100 pL (concentracéo final de 2x10°) desta amostra foi colocado em um tubo de cultura
de 5 mL e entdo acrescido de 5 pL de anexina V-FITC, 5 uL de PI (50 ug/mL) e 5 puL
de Hoechst (100ug/mL). A amostra foi homogeneizada e incubada por 15 minutos a 37

°C e entdo adicionados mais 200 uL de solucdo tampé&o de anexina V.
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4.7.3Cromatina

Este ensaio foi realizado como descrito por Evenson (1986), onde uma aliquota
de sémen foi diluida em 200 uL de uma solucéo tampéo (0,186g de EDTA dissddico,
0,790 g de Tris-HC1, 4,380 g NaCl em 500 mL agua deionizada, pH 7,4). Esta foi
misturada com 400 pL de solucdo de &cido detergente (2,19 g NaCl, HCI 1,0 mL de 2N
solucdo, 0,25 mL Triton-X, gsp. 250 mL de &gua deionizada). Apds 30 segundos, 1,2
mL da solucdo de acridina orange (AO; 3,8869 g de &cido citrico mono-hidratado,
8,9429 g Na2HPO4, 4,3850g NaCl, 0,1700 g de EDTA dissodico, 4 ug/mL de solugédo
acridina orange (1 mg/mL), gsp. 500 mL de &gua, pH 6,0). A amostra foi entdo coberta
com papel-aluminio durante a avaliacdo. A citometria de fluxo foi realizada em 5
minutos e os dados arquivados em CD para posterior analise através do software
WinList 6.0 (Verify software house).

4.8 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) pelo
procedimento GLM descrito no SAS 9.2 (2011). E as diferencas entre as médias
(médias dos quadrados minimos) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p < 0,05),
tendo considerado as seguintes causas de variagdes, momento (fresco e pds-congelacao)
e diluidores (Tris-gema, BB e ACP-111).

Em decorréncia de alta variabilidade de algumas das caracteristicas realizou-se a
transformacédo das mesmas para a raiz quadrada (foram transformadas: anexina positiva
e PI positivo [AN+P1+] e células integras com anexina positiva [CIAN+] em Vx+1, para
membrana plasmatica integra e acrossoma lesado (MPIAL), anexina positiva e Pl
negativo [AN+ PI-] e indice de fragmentacio do DNA (IDF) em Vx+0,5), a fim de levar
a normalidade dos dados. Nas tabelas e figuras os dados foram apresentados ja

transformados.
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5. Resultados

O volume dos ejaculados nos bufalos utilizados no presente estudo variou entre
3,14a4,46 mL.

A Tabela 1 apresenta os valores médios, desvios padrdo e coeficiente de
variancia dos dados analisados (MT, MP e RAP) e a porcentagem de integridade de
membrana plasmatica (IMP) avaliada pela microscopia de epifluorescéncia (Figura 1)
no momento a fresco em relacdo aos trés tipos de diluentes testados, Tris-gema, Botu-
Bov® (BB) e 4gua de coco em p6 ACP -111. Para as variaveis analisadas pelo sistema
CASA: motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP), rapidos (RAP) e
integridade da membrana plasmatica (IMP) no momento & fresco, ndo foi observada
diferenca estatistica em relacéo aos trés meios BB, Tris-gema e ACP-111 (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios, desvios padrdo e coeficiente de variancia, das caracteristicas:
integridade da membrana plasmatica (IMP), motilidade (MT), motilidade progressiva (MP)
e rapidos (RAP) entre os diluentes testados no sémen de bufalos & fresco.

Variaveis
DILUIDORES N =/ MP (%) RAP (%) IMP (%)
BB 32 81,38° 61,34° 79,28° 73,39°
Tris-gema 32 78,87° 54,00 76,84 64,86
ACP -111 32 76,19° 57,41° 73,13% 67,19
Média + DP 64,16 £+ 15,17 48,42+13,21 61,25+15,29 41,19+ 14,80
CV% 23,64 27,28 24,96 35,93

* Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas (p < 0,05)
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Figura 1. Microscopia de epifluorescéncia de sémen bubalino
utilizando a associagdo das sondas fluorescentes diacetato de
carboxifluoresceina (CFDA) e iodeto de propidio (IP) observado
no aumento de 100X (seta preta: espermatozoide com membrana
plasmatica integra; seta branca: espermatozoide com membrana
acrossomal integra e membrana plasmatica lesada; seta
vermelha: espermatozoide com membrana plasmética e
acrossomal lesada).

Na Tabela 2 estdo demonstrados os valores médios, desvios padrdo e coeficiente
de variancia para as velocidades ao longo de uma trajetéria média (VAP), progressiva
(VSL) e curvilinear (VCL) analisadas no sistema computadorizado CASA no momento
a fresco comparando-se os em relacdo aos trés diluentes testados. Para a VAP o diluente
Tris-gema apresentou valor superior em relacdo aos demais meios. Na VSL o0s meios
BB e Tris-gema n&o diferiram entre si e apresentaram valores maiores em relagédo ao
meio ACP-111. E na VCL o meio Tris-gema apresentou valor superior em relacdo ao
meio ACP-111, porém ndo diferiu do meio BB.
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Tabela 2. Valores médios, desvios padrdo e coeficiente de variancia, das caracteristicas:
velocidade ao longo de uma trajetéria média (VAP), velocidade progressiva (VSL) e
velocidade curvilinear (VCL) entre os diluentes testados no sémen de bufalos & fresco.

DILUIDORES N Variaveis
VAP (umis) VSL (um/s) VCL (um/s)
BB 32 107,49° 87,30 178,66%
Tris-gema 32 120,10° 91,67 198,89
ACP -111 32 102,16% 83,00 165,64
Média + DP 97,22 + 13,51 80,12 + 9,15 157,29 + 32,07
CV% 13,90 11,42 20,39

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas estatisticas (p < 0,05)

A Tabela 3 apresenta os valores médios, desvios padrdo e coeficiente de
variancia dos dados analisados no CASA (MT, MP e RAP) e a porcentagem de
integridade de membrana plasmatica (IMP) avaliada pela microscopia de
epifluorescéncia (Figura 1) no momento pos-congelacdo em relagdo aos trés tipos de
diluentes testados, Tris-gema, Botu-Bov® e agua de coco em p6 ACP -111.

A comparacdo entre os diluentes testados demonstrou que no momento pos-
congelacdo os meios Tris-gema e BB ndo foram diferentes para as caracteristicas MT,
MP e RAP, enquanto que o ACP-111 demonstrou valores inferiores para tais
caracteristicas. A IMP, ndo diferiu entre Tris-gema, BB e ACP-111 (Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios, desvios padrdo e coeficiente de variancia, das caracteristicas:
integridade da membrana plasmatica (IMP), motilidade (MT), motilidade progressiva
(MP) e répidos (RAP) entre os diluentes testado no sémen de bufalos p6s-congelagéo.

Variaveis
DILUIDORES N MT (%) MP (%) RAP (%) IMP (%)
BB 32 58,59 47,56° 55,47° 34,07
Tris-gema 31 52,64% 40,39% 48,29° 29,502
ACP -111 32 36,94 29,59° 34,06" 25,512
Média + DP 64,16 + 14,79 48,42+ 12,82 61,25+1500 41,19 +14,86
CV% 23,05 26,47 24,51 36,08

* Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas (p < 0,05)

A Tabela 4 apresenta os valores medios, desvios padrdo e coeficiente de
variancia para as velocidades (VAP, VSL e VCL) analisadas no sistema

computadorizado CASA de acordo com os diluentes testados no momento pos-
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congelacdo. Nas velocidades VAP e VCL os diluentes Tris-gema, BB e ACP-111 nédo
diferiram entre si, apenas para VSL o0 meio BB apresentou valor superior em relagdo ao
ACP-111, porém néo diferiu do meio Tris-gema.

Tabela 4. Valores médios, desvios padréo e coeficiente de variancia, das caracteristicas:
velocidade ao longo de uma trajetoria media (VAP), velocidade progressiva (VSL) e
velocidade curvilinear (VCL) entre os diluentes testados no sémen de buafalos pds-
congelacao.

DILUIDORES N Variaveis
VAP (um/s) VSL (um/s) VCL (um/s)
BB 32 88,18° 76,35 137,042
Tris-gema 31 85,74 72,42% 138,53
ACP -111 32 79,272 69,72° 124,367
Média + DP 97,22 + 13,51 80,12 + 9,15 157,29 + 32,07
CV% 13,90 11,42 20,39

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas (p < 0,05)

A Tabela 5 demonstra a integridade da membrana plasmatica e acrossomal por
citometria de fluxo referente aos diluentes testados (Figura 2). Os diluentes diferiram
para os parametros MPLAI e MPAL, onde o diluidor BB apresentou maior percentagem
de espermatozoides com membrana lesada e acrossoma integro e menor nimero de

espermatozoides lesados.

| Tabela 5. Valores médios, desvios padréo e coeficiente de variancia, das -caracteristicas:
membrana plasmatica lesada e acrossoma integro (MPLAI), membrana plasmaética e
acrossoma lesados (MPAL), membrana plasmatica e acrossoma integros (MPAI) e
membrana plasmatica integra e acrossoma lesado (MPIAL, dados transformados em
\x+0,5) entre os diluentes testados no sémen de bufalos pos-congelacio.

DILUIDORE Variaveis
S MPLAI (%) MPAL (%) MPAI (%) MPIAL (%)
BB 45,05 24,97 29,72 0,86
Tris-gema 38,75" 35,15° 25,90 0,84
ACP -111 37,28° 38,15° 24,37 0,83
Média+ DP 40,36 + 9,92 32,76+9,39 26,66 + 11,10 0,84 + 0,08
CV% 24,58 28,66 41,62 9,83

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas (p < 0,05)
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Figura 2. Gréfico gerado pelo citometro
de fluxo, cotendo as quatro populacdes
espermaticas (MPLAI, MPAL, MPAI e
MPIAL) em sémen de bdfalos.

As andlises por citometria de fluxo realizadas para avaliar as lesdes semelhantes
a capacitacdo utilizando as sondas anexina V (AN) e iodeto de propidio (PI) estdo
apresentadas na Tabela 6. Estdo demonstrados os valores médios para as lesdes

semelhantes a capacitacdo (AN+, Figura 3), quanto aos diluentes testados. Os diluentes
n&o diferiram para nenhum dos parametros analisados.

Tabela 6. Valores médios, desvios padrdo e coeficiente de variancia, das caracteristicas:
anexina negativa e iodeto de propidio positivo (AN-PI+), anexina e iodeto de propidio
negativos (AN-PI-), anexina e iodeto de propidio positivos (AN+Pl+, dados
transformados em Vx+1) e anexina positiva e iodeto de propidio negativo (AN+PI-,

dados transformados em Vx+0,5) entre os diluentes testados no sémen de bufalos p6s-
congelacao.

DILUIDORES Variavels
AN-PI+ (%)  AN-PI- (%)  AN+PI+ (%)  AN+PI- (%)
BB 55,56 26,23 4,02 2,08
Tris-gema 54,98 21,64 3,91 2,11
ACP -111 49 54 21,69 3,96 1,75
Média+ DP 53,36 +17,66 2319+11,16 3,96+ 1,84 1,98+ 1,19
CV% 331 4813 46,45 60,41

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas (p < 0,05)
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Figura 3. Gréafico gerado pelo citometro
de fluxo, contendo as quatro populacdes
geradas na analise com anexina V e PI,

em sémen de bufalos.

As células integras (CI), células integras com lesdes semelhantes a capacitacdo
(CIAN+) e o indice de fragmentacdo de DNA (IDF) tem seus valores médios
demonstrados na Tabela 7. Estdo apresentados os valores médios para as células
integras (Cl), células integras com lesGes semelhantes a capacitacdo (CIAN+, Figura 4)
e o indice de fragmentacdo do DNA (IDF), em relagdo aos trés tipos de diluentes. Os
diluentes BB e ACP-111 diferiram quanto a integridade das células, e o diluente BB
apresentou maior valor de CI.

Quanto ao indice de fragmentacdo de DNA, este apresentou-se superior no

diluente Tris-gema e semelhante nos demais diluentes testados.

Tabela 7. Valores médios, desvios padrdo e coeficiente de varidncia, das
caracteristicas: células integras (Cl), células integras com lesdes semelhantes a
capacitacdo (CIAN+, dados transformados em \x+1) e indice de fragmentacéo de DNA
(IDF, dados transformados em Vx+0,5) entre os diluentes testados no sémen de bufalos
p6s-congelacdo.

DILUIDORES Variavels
Cl (%) CIAN+ (%) IDF (%)
BB 31,77° 3,68 0,85°
Tris-gema 27,32% 3,75 1,06°
ACP -111 25,14° 3,57 0,87
Média + DP 28,08 + 10,99 3,67 2,15 0,93 0,19
CV% 39,13 58,58 20,87

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas (p < 0,05)
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Figura 4. Gréficos gerados pelo citometro de fluxo, demonstrando a porcentagem de lesdes
semelhantes a capacitagdo na populacao de células integras, em sémen de bufalos.
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6. Discussao

O volume variou entre 3,55 a 4,46 mL, apresentando dentro da normalidade para
touros bubalinos em maturidade sexual. Vale (1994) e Almaguer et al. (2007) sugerem
que touros na puberdade apresentam volume de cerca 1 ml e apoOs atingirem a
maturidade de 3 mL. No presente estudo todos os animais utilizados estavam maduros
sexualmente e, portanto, o volume esta de acordo com o preconizado pelos autores
acima citados.

O presente estudo demonstrou que para todas as varidveis analisadas pelo
CASA: motilidade (MT), motilidade progressiva (MP) e rapidos (RAP) e a integridade
da membrana plasmética (IMP) ndo foram diferentes estatisticamente para 0 momento
a fresco. Esses resultados foram semelhantes aos relatos de Chacur (1996), Crespilho
(2007) e Salvador (2008) que relataram alta motilidade espermatica inicial associada ao
alto vigor espermatico no sémen fresco. Contudo, de acordo com 0s mesmos autores,
tais parametros iniciais ndo garantem por si s6 bom desempenho no processo de
criopreservacao. A andlise de maltiplos atributos de movimentos espermaticos por meio
da técnica CASA e a determinacdo da viabilidade espermatica, por meio de técnicas de
analise das membranas citoplasmaticas pode agregar maior sensibilidade a avaliacéo in
vitro do sémen em distintas espécies animais como a bubalina (CHACUR, 1996 e 1997)
e bovina (CRESPILHO, 2007).

No momento pds-descongelacdo pdde ser observada uma queda nas
porcentagens de MT (58,59%), MP (47,56%), RAP (55,47%) e IMP (34,07%)
comparadas as porcentagens inicias das amostras seminais. Diversos autores ja haviam
demonstrado (KAKAR e ANAND, 1981; MUER et al., 1988; RAIZADA et al., 1990;
SINGH e PANT 2000; ANDRABI et al.,, 2001, 2008; AHMAD et al., 2003;
SENATORE et al.,, 2004; KUMARESAN et al., 2005) que o sémen descongelado
empregado na inseminagdo artificial apresenta baixas taxas de fertilidade e, por essa
razdo, é ainda pouco empregado. Esses baixos resultados de IA podem estar claramente
relacionados aos menores valores seminais pds-descongelacdo, principalmente a alta
incidéncia de lesdo na membrana plasmatica.

Os resultados do presente estudo quanto a diferenca entre os momentos & fresco
e pds-congelacdo estdo de acordo com Suarez (1998) que relatou que em torno de 50%
dos espermatozoides em amostras normais sdo lesados durante os processos de
criopreservagdo. As velocidades analisadas pelo CASA (VAP, 107,49%), (VSL,

87,30%) e (VCL, 178,66%) apresentaram valores maiores no momento a fresco, o que
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pode ser devido a porcentagem de espermatozoides lesados durante a criopreservacao
e/ou a ma congelabilidade e fertilidade do sémen bubalino relatados em diversos
estudos citados acima. Tais velocidades no momento & fresco apresentaram os seguintes
resultados: para a VAP o diluente Tris-gema apresentou valor superior (120,10%) em
relacdo aos outros meios. Na VSL os meios BB e Tris-gema ndo diferiram entre si e
apresentaram valores maiores (87,30%; 91,67%, respectivamente) em relacdo ao meio
ACP-111 (83,00%). E na VCL o meio Tris-gema apresentou valor superior (198,89%)
em relacdo ao meio ACP-111, porém néo diferiu do meio BB.

Na avaliacdo entre os diluentes no momento pés-congelacao foi observado que o
Tris-gema (52,64%; 40,39%;48,29%, respectivamente) e BB (58,59%; 47,56%);
55,47%, respectivamente) ndo diferiram para as caracteristicas MT, MP e RAP,
enguanto o ACP-111 demonstrou diferenca estatistica e valores inferiores. Dessa forma,
pode-se inferir que tais diluentes foram adequados em manter a qualidade cinética dos
espermatozoides. J& para IMP 0s meios ndo apresentaram diferenca estatistica. Portanto,
deduz que tais diluentes (BB, Tris-gema e ACP-111) foram adequados em manter a
integridade da membrana dos espermatozoides apds a congelacdo dos mesmos. Ao se
tratar da IMP dos espermatozoides a técnica com uso de sondas fluorescentes traz
informagdes importantes para a avaliagdo do funcionamento das membranas
espermaticas (HARRISON e VICKERS, 1990; GARNER, 1986). Os resultados
observados em relacdo a preservacdo da integridade da membrana indicam que
ocorreram interacdes entre o diluidor e o tempo de equilibrio que resultam em uma
maior sobrevivéncia espermatica (LEITE, 2008).

A motilidade progressiva no momento pés-congelacdo, ndo diferiu entre Tris-
gema e BB, porém tais meios apresentaram valores superiores em relacdo ao outro
diluente. Comparando tal resultado em um experimento semelhante, porém em bovinos,
(CELEGHINI, 2005) aonde também foi empregado o meio Botu-Bov®, foi observada
MT e MP superiores para tal meio (BB) em relacdo ao meio Bioxcell®.

Zaffalon (2009) testando trés meios de diluentes encontrou resultado semelhante
ao do presente estudo, relatando uma motilidade progressiva superior para 0 meio BB,
da mesma forma a autora encontrou percentagem maior quanto aos espermatozoides
RAP no mesmo meio, igualmente ao nosso estudo que ndo observou diferenca
estatistica entre BB e Tris-gema, e demostraram valores superiores em relacdo ao meio

ACP-111 no momento pos-congelacéo.
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Chacur et al. (2012) encontraram resultados diferentes do presente estudo,
quando testando os meios Botu-Bov®, Botu-Bov Egg Free® e TRIS, demonstraram que
a percentagem de espermatozoides rapidos (RAP) foi maior para os diluidores Botu-
Bov® e Botu-Bov Egg Free®, em relacio ao meio TRIS.

As velocidades no momento pds-congelacdo a VAP e VCL, os diluentes Tris-
gema, BB e ACP-111 ndo diferiram entre si. Quanto & VSL houve diferenca estatistica
entre 0 BB e ACP-111, o BB apresentou valor superior (76,35%) em relacdo ao ACP-
111 (69,72%), contudo o diluidor BB néo diferiu do meio Tris-gema. Vale salientar que
para uso pratico, os parametros de cinética espermatica por meio da analise
computadorizada (CASA) estéo relacionados com a taxa de fecundagéo, onde valores de
VAP, VSL e a VCL sdo significativamente maiores em amostras que produzem mais de
50% de odcitos fecundados (VERSTEGEN, IGUER-OUADA e OCLIN, 2002).

No presente estudo pdde-se verificar que a maioria dos parametros avaliados
pelo CASA foram semelhantes para os meios BB e Tris-gema, o que difere dos
resultados obtidos por Chacur et al. (2012) em sémen bovino, aonde o diluente Botu-
Bov® apresentou superioridade na maioria dos parametros avaliados pelo CASA.
Semelhante aos resultados apresentados neste estudo Oliveira et al. (2007) estudando os
meios TRIS e ACP-101 em caprinos, relataram que houve o efeito do diluente, os
espermatozoides diluidos-congelados em TRIS apresentaram valores superiores em
relacdo aos parametros cinéticos (CASA).

Barbosa et al. (2010), diferentemente dos resultados encontrados neste estudo,
utilizaram o diluente a base de 4gua de coco em p6 (ACP-106®) no sémen canino e
observaram 6timos resultados na motilidade (99,23 £ 0,77%), enquanto no presente
estudo o meio ACP-111 resultou em menores valores (36,94%) para a maioria dos
parametros avaliados no presente estudo.

Igualmente ao presente estudo Anzar et al. (2002), utilizando a associacdo de
anexina V-FITC e iodeto de propidio, encontraram quatro diferentes populacdes
espermaticas no sémen de bovino: necroticas (AN+PI+), seminecroticas (AN-Pl+),
apoptoticas (AN+PI-) e vivas (AN-PI-). Observaram que a fertilidade de touros nao foi
correlacionada com a taxa de apoptose de sémen & fresco ou congelado, mas com a
porcentagem de celulas necroticas no sémen & fresco. O aumento do numero de células
em apoptose pode interferir na longevidade seminal (ORTEGA-FERRUSOLA et al.,
2008).



38

Os diluentes diferiram para os parametros MPLAI e MPAL, o diluidor BB
apresentou maior percentagem de espermatozoides com membrana lesada e acrossoma
integro (45,05%) e menor percentagem de membrana plasmética e acrossoma lesados
(24,97%). Resultados semelhantes ao presente estudo foram relatados em bovinos por
Zaffalon (2009) que observou que no diluente BB a percentagem de células sem reacéo
acrossomal e com a membrana plasmatica integra foi maior em espermatozoides
bovinos. Resultados similares, em relagdo a integridade da membrana plasmatica e
acrossomal, foi relatado por Crespilho (2010).

Os diluentes ndo diferiram para nenhum dos parametros analisados pela anexina
V (lesdes semelhantes a capacitacdo). Cerca de 30% dos espermatozoides bovinos
congelados apresentam alteragcGes compativeis com capacitacdo (VERSTEGEN et al.,
2002), sendo observada uma correlacdo positiva entre porcentagem de espermatozoides
ndo capacitados e taxa de ndo retorno ao estro apos inseminacdo artificial
(THUNDATHIL et al., 1999). Contudo deduz-se que em relagdo as lesdes semelhantes
a capacitacdo os trés diluentes testados no presente estudo apresentaram boa eficiéncia
na protecdo e preservacdo das células espermaticas em relacdo a tal leséo.

Os diluentes BB e ACP-111 diferiram quanto a integridade das células, e o
diluente BB apresentou maior valor de Cl (31,77%). Barbosa et al. (2010) observaram
em sémen canino um total de espermatozoides normais de 96,05 £+ 0,66%; total de
espermatozoides com acrossoma intacto de 99,40 + 0,30%, com o uso do meio a base de
agua de coco em po, ao contrario dos resultados deste estudo, o0 ACP-111 apresentou 0s
menores valores quanto a integridade das células (Cl, 25,14%).

Assim para corroborar para os resultados deste estudo Zaffalon (2009) utilizando
0 mesmo protocolo de analise por citometria de fluxo (associacdo de PIl, FICT-PSA e
H33342), encontrou que o BB preservou melhor a membrana plasmaética dos
espermatozoides bovinos.

Quanto ao indice de fragmentacdo de DNA, este se apresentou maior no diluente
Tris-gema (1,06%) e semelhante nos demais diluentes testados. Nos estudos em
humanos e eqliinos; observa-se correlagdo negativa entre fertilidade e integridade de
DNA (AGARWAL e SAID, 2003; LOVE, 2005; MORRELL et al., 2008). Assim, a
concepgdo depende, entre outros fatores, da habilidade da cromatina espermatica
previamente condensada em se descondensar e formar o pro ndcleo masculino durante a
interacdo com o ovocito (MADRID-BURY et al., 2005). Os valores observados para 0s

meios Botu-bov e ACP-111 sdo de 0,85 e 0,87 % de IDF, respectivamente, melhores
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resultados em relacdo ao observado para o meio Tris-gema (1,06%). De acordo com
Evenson e Jost (2000), valores abaixo de 15% sdo considerados baixos, demonstrando
que todas as amostras seminais, independente do meio diluidor ou da idade dos animais
apresentavam baixo indice de fragmentacdo do DNA. Adicionalmente, os valores
encontrados no presente estudo sdo compativeis aos valores encontrados em amostras
seminais bovinas de alta fertilidade (1,2 a 3%; BOCHENEK et al., 2001).
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7. Conclusoes

Com base nos resultados obtidos no presente estudo podemos concluir que: o
sémen fresco apresentou melhores valores de cinética espermética em relacdo ao
congelado, ressaltando a méa congelabilidade do sémen dessa espécie e a necessidade da
melhoria da técnica.

Os diluentes BB e Tris-gema apresentaram melhores resultados para congelagéo
do sémen de bufalos, em relacdo ao meio ACP-111.

O diluente BB demonstrou superioridade em relagdo a motilidade progressiva
espermatica, menor porcentagem de indice de fragmentacdo de DNA e de
espermatozoides lesados.

Portanto, mediante o protocolo do presente estudo deduz-se que o BB apresenta
superioridade na congelacdo de sémen de bufalos, sendo este a melhor opcdo de

diluente para essa biotecnologia.
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9. Anexos

ANEXO 1: Os defeitos maiores (20,50%) mais encontrado no presente estudo para 0s
espermatozoides de bufalos foi cauda fortemente dobrada ou enrolada (Figura 5),
seguido dos defeitos de acrossoma; ja para os defeitos menores (5,00%), 0s mais

frequentes foram cauda dobrada ou enrolada e gota citoplasmaética distal (Figura 6).

Figura 5. Espermatozoide normal e espermatozoide com cauda
fortemente dobrada (indicado pela seta branca) observado em
microscopia de interferéncia diferencial (DIC, aumento de 100X)

em sémen bubalino.

Figura 6. Indicado pela seta branca um espermatozoide com gota

citoplasmatica distal observado em microscopia de interferéncia
diferencial (DIC, aumento de 100X) em sémen bubalino.
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Aspectos fisicos e morfolégicos do sémen de bubalinos da raca Murrah
em maturidade sexual

RESUMO

Os programas gue visam aumentar a incorporacdo de biotecnologias reprodutivas a fim
de se obter um incremento genético dos rebanhos bubalinos existentes no pais e
aumento da produtividade dos mesmos. Assim sendo, 0 objetivo do presente estudo foi
avaliar as caracteristicas morfologicas, a concentracdo, aspecto, cor, densidade e a
integridade da membrana plasmatica dos ejaculados de touros de diferentes idades no
momento a fresco. No presente estudo foram utilizados 4 touros bubalinos para
colheitas seminais utilizando vagina artificial. O sémen fresco foi analisado quanto ao
seu volume, aspecto, cor, concentracdo (cAmara de Neubauer), morfologia realizada por
microscopia de interferéncia diferencial (DIC) e a cinética espermatica pelo sistema
CASA. Em bufalos o aspecto seminal esta relacionado a concentracdo espermatica,
sendo que altas concentragdes espermaticas estdo relacionadas ao aspecto leitoso e

baixas concentracfes espermaticas ao aspecto aquoso.

Palavras-chave: Sémen, Bufalos, Morfologia espermatica.
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Physical and morphological aspects of the semen of Murrah buffaloes
in sexual maturity

ABSTRACT

These programs aim to increase the incorporation of reproductive biotechnologies in
order to obtain a genetic increment of buffalo herds to increase their productivity.
Therefore, the main aim of all semen analysis is get accuracy, objectively, fast and
affordable to predict the fertility of the sample. In the present study, were used four
buffalo bulls for semen collection using artificial vagina. The fresh semen was analyzed
for volume, appearance, color, concentration (Neubauer chamber), morphology
performed by differential interference microscopy (DIC) and sperm kinetics by CASA
system. In the buffalo seminal aspect is related to sperm concentration, and in higher
sperm concentrations are related to milky aspect and lower sperm concentration to the

watery aspect.

Keywords: Semen, Buffalos, Sperm Morphology.
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Aspectos fisicos y morfologicos del semen de los bufalos Murrah en la
madurez sexual

RESUMEN

Estos  programas destinados a aumentar la  incorporacion de la
biotecnologia reproductiva con el fin de obtener una mayor rebafio bufalo genética en
el pais y el aumento de la productividad de los mismos. Por consiguiente, el objetivo
deeste estudio fue evaluarlas caracteristicas morfoldgicas, la  concentracion,
la apariencia, el color,la densidady laintegridad de la membrana plasmatica
de toroeyacula de diferentes edades en el momento que se enfrie. En el presente estudio,
hemos utilizado 4  torosbifalo seminalesde los  cultivos utilizando vagina
artificial. El semen  frescose analizO para determinarel  volumen, aspecto,
color, concentracion (cAmara de Neubauer), morfologia realizado por microscopia de
interferencia diferencial (DIC) y la cinética de esperma por el sistema CASA. En el
aspecto seminal bdfalo esté relacionada con la concentracion de esperma, y el aumento
de las concentraciones de espermatozoides estan relacionadas con las concentraciones

de espermatozoides lechosas y bajar el aspecto acuoso.

Palabras clave: Semen, bufalos, morfologia de los espermatozoides
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INTRODUCAO

A importancia da espécie bubalina esta ligada a sua dupla habilidade de
producdo (carne e leite) e sua forca de tracdo, levando notoriedade a espécie no cenario
econdmico mundial e a investimentos em programas tecnoldgicos semelhantes aos
aplicados em bovinos. Estes programas visam aumentar a incorporacdo de
biotecnologias reprodutivas a fim de se obter um incremento genético dos rebanhos
bubalinos existentes no pais e aumento da produtividade dos mesmos.

Portanto, o principal objetivo de todas as anélises de sémen é obter precisdo, de
forma objetiva e rapida podendo prever a fertilidade da amostra (GILLAN et al., 2005).

O volume de sémen deve ser medido imediatamente ap0s a colheita. Varia
dependendo da raga, idade, tamanho, nimeros de saltos, métodos de colheita, nutricdo
do animal, saude e ambiente (NAZIR, 1988). Vale (1994) e Almaguer et al. (2007)
sugeriram que em touros na puberdade o volume € de cerca 1 mL e de 3 mL apds
atingirem a maturidade.

Koonjaenak e Rodriguez (2007) encontraram o volume de 3-4 mL em ejaculados
de bdfalos da raca Nili-Ravi, que é semelhante ao descrito por Sajjad et al. (2007). O
volume de ejaculado varia dependendo da idade do touro, encontrando-se um aumento
de volume entre 4 a 12 anos (PANT et al., 2003). Corroborando para esses achados,
Nordin et al. (1990) encontraram um volume maior de ejaculado em touros adultos do
que nos jovens. De forma oposta, Javed et al. (2000) ndo encontraram diferencas
significativas no volume de sémen de touros em idades diferentes.

A cor do ejaculado pode variar caso haja urina, sangue ou pus presente, ou
ainda, devido a dieta do animal. A coloracdo pode variar desde um acinzentado até o
amarelo citrino (HAFEZ, 2004).

A densidade do sémen depende das variacbes na concentracdo de
espermatozoides. Sémen geralmente varia do branco leitoso ao creme, com um tom
claro de azul, com a densidade do sémen variando de um aquoso, leitoso, leitoso-
cremoso, até cremoso (CANIZALES, 2011).

Vale (1994) encontrou diferengas significativas na densidade entre
espermatozoides integros ou lesados. Koonjaenak e Rodriguez (2007) encontraram
diferengas significativas na cor e densidade no sémen do reprodutor bubalino e estas

foram afetadas pela idade dos touros.
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O numero de espermatozoides é expresso em milimetros cubicos, para se
determinar tal ndmero sdo usados metodos tais como: contagem em camara de
Neubauer e espectrofotometria (PANT et al, 2003.). A concentracdo espermatica tem
grande variacdo (600 - 1500 milhdes de células por mL) e este parametro é afetado por
condi¢Bes sazonais, nutricionais e a idade dos bufalos reprodutores (LOHACHIT,
1987).

Medicbes mais rotineiras da concentracdo sdo feitas por um espectrofotdmetro.
Em bufalos criados na Bahia (Brasil) foram observadas concentracdes de 1166,3 £ 17,5
x 10° espermatozoides/mL (AGUIAR, 1994). Em bufalos da raca Murrah criados na
india, Kumar et al., (1993) encontraram concentragdes de 524,1 + 20,7-1031,4 + 28,7 X
10° espermatozoides/mL. Resultados semelhantes foram observados por Rattan (1990)
na raca Nili-Ravi, Koonjaenak e Rodriguez (2007).

Javed et al. (2000) observaram menores concentracfes de espermatozoides em
bafalos mais velhos comparados com animais mais jovens. No entanto, Younis (1996)
ndo encontrou nenhuma diferenca significativa na concentracdo de espermatozoides
entre bafalos jovens e velhos.

O teste de viabilidade avalia a percentagem de espermatozoides integros e
lesados em um ejaculado e avalia a integridade da membrana plasmaética do
espermatozoide. O corante preferivelmente usado é eosina-nigrosina (KOONJAENAK
etal., 2007).

A morfologia espermaética avalia a percentagem de espermatozoides normais e
anormais em uma dada amostra. Palacios (2005) observou que a morfologia dos
espermatozoides € um fator determinante na capacidade de fertilizacdo do
espermatozoide, uma vez que existe uma correlacdo entre os defeitos do esperma e a
infertilidade.

Os espermatozoides podem conter alguns defeitos de conformacéo, estas
alteracOes sdo devido a espermiogénese defeituosa, sendo por heranca, enfermidade,
estresse por calor ou frio, exposi¢do a condi¢cbes ambientais adversas, repouso sexual
prolongado (mais de 60 dias), e técnicas inadequadas de manipulacdo do sémen
(SAEED et al., 1994).

A maioria dos estudos que avaliaram anormalidades acrossomais foram
realizados utilizando a coloragéo de Giemsa (RAMAKRISHNAN e ARIFF,1994). Mais
de 90% dos espermatozoides foram observados com acrossoma intacto em touros da

raca Murrah, aonde o sémen foi avaliado com o corante Giemsa (AGUIAR, 1994;
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KUMAR, 1993). Talevi et al. (1994) reportaram resultados semelhantes utilizando a
fluorescéncia lectina.

Em estudos de Saeed et al. (1994) em touros da raca Murrah, a maior parte das
alteracdes foram encontradas na cabeca do espermatozoide (5,78 £ 2,1%), enquanto que
as anormalidades de peca intermediéaria foram menor que 1% e outras anormalidades
variaram de 3,92 + 1,0% a 5,7 + 0,4%. O aparecimento de gota citoplasmatica foi
inferior a 1%. Propor¢6es semelhantes de anormalidades foram observadas no sémen de
bufalos da raca Murrah do Brasil (AGUIAR et al. 1994, KUMAR, 1993).

Sajjad et al. (2007) em touros da raga Nili-Ravi com idade entre 12 a 15 anos
mostrou alteragdes de 11,67 + 0,90% , semelhantes resultados foram encontrados por
Saeed (1990).

Koonjaenak e Rodriguez (2007) encontraram menos de 15% de anormalidades
em espermatozoides de bufalos, onde a anormalidade mais comum foi & cabega
piriforme, seguida de acrossomas Knobbed, que é a presenca de um granulo no
acrossomo, sendo de origem hereditaria e esta ligado diretamente com a infertilidade do
animal quando encontrado em grande quantidade. A terceira anormalidade mais
encontrada foi a gota citoplasmatica proximal e em seguida caudas dobradas, estes
resultados foram detectados por contraste de fase em microscopia de luz. Além disso,
determinaram que a idade do bufalo reprodutor teve efeito significativo sobre a
incidéncia geral de anormalidades de cabeca, defeitos do acrossoma, gota citoplasmatica
proximal e defeitos de cauda totais.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar as caracteristicas
morfoldgicas, a concentracdo espermatica, 0 aspecto, a cor e a densidade dos ejaculados

de bufalos de diferentes idades & fresco.

MATERIAL E METODOS

Local do experimento

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista, Fazenda
Experimental Lageado, FMVZ — UNESP/Botucatu. Os animais permaneceram
confinados em piquete coberto com sombrite, cercado com cerca elétrica, contendo

bebedouro com fornecimento de agua ad libitum e comedouro.
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Animais

Dois meses antes do inicio do experimento sete animais mesticos da raca
Murrah, foram condicionados a conducgéo por cabresto, estimulacdo do salto e colheita
de sémen com vagina artificial. Foi utilizada uma fémea da mesma espécie e raga como
manequim para o momento da colheita; e a estimulagéo do estro foi induzida com a
administracdo de 2,0 ml via intramuscular de Cipionato de Estradiol - ECP®. O cio foi
observado 48h apo6s a aplicacdo do horménio.

Para o experimento apenas quatro animais dos setes condicionados inicialmente

foram colhidos, pois trés animais n&o apresentaram libido e se recusavam a montar.

Alimentacao

Os sete machos ficaram confinados em baia coletiva e receberam a mesma dieta
composta por concentrado comercial (18% PB), sal mineral ad libitum e feno (Tifton
tipo A). A dieta foi fornecida duas vezes ao dia, pela manha (8h) e tarde (16h),

mantendo sobra diaria referente a 5% do fornecido.

Colheita de sémen

Previamente ao inicio do experimento, os animais foram submetidos a um
periodo de adaptacdo de 30 dias onde foram condicionados a colheita de sémen (duas
vezes por semana) e ao cabresto, sendo que apos este periodo deu-se inicio ao
experimento. No periodo experimental também foram realizadas duas colheitas
semanais durante um més com a finalidade de melhorar a qualidade do sémen. A
colheita de sémen foi realizada com vagina artificial modelo Botucatu (OBA, 1993)
com temperatura entre 42 a 46 °C, preconizada por Vale et al. (1984) e Vale (1994).
Durante o periodo experimental as colheitas foram realizadas entre 0s meses de agosto e

setembro.

Anélises do Ejaculado
Na avaliagdo dos ejaculados foram consideradas as caracteristicas macro e
microscopicas, sendo, portanto, as seguintes analises realizadas:
e Mensuracdo do volume em tubo de ensaio graduado;

e Avaliacdo visual do aspecto e cor;
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e Contagem da concentracdo espermatica utilizando a camara
hematocitométrica de Neubauer, em diluicdo de 1:200.

e Amostras de sémen (10ul de sémen) foram conservadas em eppendorfs
contendo 1,0 mL formol salina em geladeira (4°C) para realizacdo da
porcentagem de alteracbes morfolGgicas espermaéticas (cauda, cabeca,
acrossoma e peca intermediaria) em microscopia de interferéncia
diferencial (DIC), observado com lamina e laminula na objetiva de
100X.

Anélise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo procedimento
GLM descrito no SAS 9.2 (2011). E as diferencas entre médias pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade (p < 0,05), sendo considerada as seguintes causas de variagoes
idade (48, 72 e 84 meses), aspecto (aquoso e leitoso) e cor (amarela e marfim).

RESULTADOS

O volume dos ejaculados nos bufalos utilizados no presente estudo variou entre
3,14 a 4,46 mL. Quanto aos defeitos maiores, os mais encontrados no presente estudo
para os espermatozoides de bufalos foram cauda fortemente dobrada ou enrolada,
seguido dos defeitos de acrossoma; ja para os defeitos menores, os mais frequentes
foram cauda dobrada ou enrolada e gota citoplasmatica distal.

A Tabela 1 apresenta os valores médios, desvio padrdo e coeficiente de variancia
do volume, concentracdo espermatica e defeitos maiores e menores dos
espermatozoides em relacdo ao aspecto.

O aspecto foi significativo apenas para concentracgao, sendo que o ejaculado com
a maior concentragdo de espermatozoides apresentou aspecto leitoso e a menor aspecto

aquoso, para volume, defeitos maiores e menores ndo houve significancia (Tabela 1).
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| Tabela 1. Valores médios, desvio padrédo e coeficiente de variancia, das_caracteristicas:
Volume (VOL), concentracdo (CONC), defeitos maiores (DMAI), defeitos menores
(DMEN) em relacéo ao aspecto seminal.

ASPECTO Variaveis
VOL (mL) CONC (x10% mL) DMAI (%) DMEN (%)
AquOSso 2,25 0,35 18,75 5,07
Leitoso 3,29 0,85° 20,50 5,25
Média+ DP 3,16 + 1,06 35,41+ 76,11 20,28 + 9,03 5,09 + 3,83
CV% 33,74 214,96 44,54 75,12

* Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas (p < 0,05)

A Tabela 2 apresenta os valores médios, desvio padrdo e coeficiente de variancia
do volume, concentracdo espermatica e defeitos maiores e menores dos
espermatozoides em relacdo a cor do ejaculado.

A cor foi significativa para volume e concentracdo espermatica, sugerindo que o
ejaculado de cor amarela tem relacdo com maior volume e concentracdo espermatica, e

a cor marfim com menores volume e concentracdo espermatica (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios, desvio padrdo e coeficiente de variancia, das caracteristicas:
Volume (VOL), concentracdo (CONC), defeitos maiores (DMAI), defeitos menores
(DMEN) em relacdo a cor do ejaculado.

COR Variaveis
VOL (ML) CONC (x10% mL)  DMAI (%) DMEN (%)
Marfim 2,96 0,70 20,59 5,00
Amarela 5,00° 1,572 17,33 6,00
Média+ DP 3,16 + 1,06 3541 +76,11 20,28 +£ 9,03 5,09 + 3,83
CV% 33,74 214,96 44,54 75,12

* Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas (p < 0,05)

DISCUSSAO

O volume variou entre 3,55 a 4,46 mL, apresentando dentro da normalidade para
touros bubalinos em maturidade sexual. Vale (1994) e Almaguer et al. (2007) sugerem
que touros na puberdade apresentam volume de cerca 1 mL e apds atingirem a
maturidade de 3 mL. No presente estudo todos os animais utilizados estavam maduros
sexualmente e, portanto, o volume esta de acordo com o preconizado pelos autores
acima citados. Para corroborar com os resultados do presente estudo, Koonjaenak e
Rodriguez (2007) e Sajjad et al. (2007) relataram volumes entre 3 a 4 mL em ejaculados

da raca Nili-Ravi. O volume do ejaculado varia dependendo da idade do touro,
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encontrando um maior volume em animais de 4 a 12 anos (PANT et al., 2003). Esses
resultados condizem com os resultados obtidos nesse estudo, aonde touros de 4, 6 e 7
anos apresentaram volumes entre 3,55 a 4,46 mL, como citado acima. Também
corroborando com nossos achados, Nordin et al. (1990) encontraram um maior volume
de ejaculado em touros adultos do que nos jovens. Entretanto, Javed et al. (2000) néo
encontraram diferengas no volume de sémen de touros em diferentes idades.

Quanto aos defeitos maiores, observou-se nesse estudo um predominio de cauda
fortemente dobrada ou enrolada, seguido dos defeitos de acrossoma. Os defeitos
menores mais encontrados foram de cauda dobrada ou enrolada e de gota citoplasmaética
distal. Esses resultados contradizem Saeed et al. (1994), que relataram em touros da
raca Murrah, maior incidéncia de alteracbes de cabeca do espermatozoide (5,78 *
2,1%), enquanto que as anormalidades de peca intermediaria foram menor que 1% .
Esses mesmos autores relataram que o aparecimento de gota citoplasmatica foi inferior
a 1%, o que difere do presente estudo onde a gota citoplasmatica distal foi o segundo
maior defeito encontrado entre os defeitos menores.

Isso pode ter ocorrido caso a idade, tratamento, protocolos, nimero de colheitas
de sémen e manejo usados pelos autores, sejam diferentes do utilizado no experimento,
influenciando em alteracdes diferentes nos espermatozoides dos bufalos. Porém ambos
os trabalhos apresentam percentagens de defeitos morfologicos espermaticos dentro da
faixa da normalidade (30%).

Semelhante aos dados obtidos neste estudo, Koonjaenak e Rodriguez (2007)
determinaram que a idade do bufalo reprodutor tem efeito significativo sobre a
incidéncia geral de anormalidades de cabeca, defeitos do acrossoma, gota citoplasmatica
proximal e defeitos de cauda totais. Neste estudo foi observada uma maior incidéncia de
alteracdes morfoldgicas em animais mais velhos. Contudo, os animais mais velhos
empregado nesse estudo tinham apenas sete anos, o que é compativel com touros em
reproducdo normal (OBA, 1993) e o quadro espermatico observado estdo dentro dos
valores normais de patologia espermatica.

O aspecto foi significativo apenas para concentracdo, sendo observado que a
maior concentracdo de espermatozoides apresentou aspecto leitoso (HAFEZ, 2004).

A cor foi significativa para volume e concentragdo espermatica, inferindo que o
ejaculado de cor amarela tem relagdo com volume e concentragbes maiores, e a cor
marfim com volume e concentragfes menores. De forma similar ao presente estudo

Canizales (2011) relatou que a densidade do sémen depende das variacbes na
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concentracdo de espermatozoides. Esse mesmo autor relatou que o sémen geralmente
varia do branco leitoso ao creme, com um tom claro de azul, com a densidade do sémen
variando de um aquoso, leitoso, leitoso-cremoso, até cremoso. E sabido que a coloragio
do sémen varia de acordo com a idade, alimentacdo e presenca de outros elementos
(HAFEZ, 2004) e ndo foi encontrado na literatura nenhum trabalho que relacionasse a

cor com o volume e a concentragdo seminal.

CONCLUSAO

Em bdfalos o aspecto seminal esta relacionado a concentracdo espermatica,
sendo que altas concentracGes espermaticas estdo relacionadas ao aspecto leitoso e

baixas concentracdes espermaticas ao aspecto aquoso.
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Normas da revista Veterinaria e Zootecnia

Diretrizes para Autores
e Artigos Cientificos

Devem ser estruturados de acordo com 0s seguintes itens:
1. Pagina de rosto, com: Titulo do trabalho em portugués, em inglés e em espanhol,
fonte Times New Roman, tamanho 12, com espagamento simples, em negrito e
centralizado, em letra maiuscula. Quando necessario, indicar a entidade financiadora da
pesquisa, como primeira chamada de rodapé;

Em caso de envolvimento de seres humanos ou animais de experimentacao,
encaminhar o parecer da Comissdo de Etica ou equivalente, assinalando, no trabalho,
antes das referéncias, a data de aprovagao.

2. Pagina com resumo, abstract e resumen: Tanto o resumo, como 0 abstract e o
resumen devem ser seguidos do titulo do trabalho, no respectivo idioma, e conter no
maximo 400 palavras cada um, com informac@es referentes a introducdo, metodologia,
resultados e conclusdes. O texto deve ser justificado e digitado em paragrafo Gnico e
espaco simples, comecando por RESUMO. O abstract, e o resumen devem ser traducéo
fiel do resumo. Independente da lingua em que o artigo for apresentado, devera conter o
resumo em portugués, inglés e espanhol.

Devem conter, no maximo, cinco palavras-chave, keywords, e palabras clave

que identifiguem o contetdo do texto.

3. A estrutura do artigo devera conter:

Introducdo: Deve ser clara, objetiva e relacionada ao problema investigado e a
literatura pertinente, bem como aos objetivos da pesquisa. A introducdo estabelece os
objetivos do trabalho.

Material e Métodos: Deve oferecer informacdes de reprodutibilidade da pesquisa, de
forma clara e concisa, como variaveis, populacdo, amostra, equipamentos e métodos

utilizados, inclusive os estatisticos.
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Resultados: Apresentagdo dos resultados obtidos, que devem ser descritos sem
interpretacdes e comparacdes. Podera ser sob a forma de tabelas, no maximo de cinco,
ordenadas em algarismos arabicos e encabecadas pelo titulo, de acordo com as normas
de apresentacdo tabular da ABNT/WBR 6023/2000 da Associacéo Brasileira de Normas
Técnicas, identificadas no texto como Tabela; sob a forma de figuras, nos casos de
gréaficos, fotografias, desenhos, mapas, etc., ordenadas em algarismos arébicos, até no

maximo de seis, e citadas no texto como Figura.

Discusséo: Deve ser entendida como a interpretacdo dos resultados, confrontando com
a literatura pertinente, apresentada na introdugéo. Se julgar conveniente, os resultados e

a discussdo poderdo ser apresentados conjuntamente.

Conclus6es: E a sintese final, fundamentada nos resultados e na discussao.

Referéncias: Devem ser apresentadas de acordo com as normas Vancouver

(http://www.icmje.org/).

Dever&o ser editorados em Microsoft Word for Windows, para edicdo de textos,
Excel (qualquer versdo) para graficos, formato JPEG ou GIF (imagem) para fotografias,
desenhos e mapas, formato A4 (21,0 x 29,7 cm), em espac¢o simples, mantendo margens
de 2,5 cm, nas laterais, no topo e pé de cada pagina, fonte Times New Roman, tamanho
12 e numeracdo consecutiva das paginas em algarismos arabicos, a partir da folha de
identificacdo. Deverdo também apresentar numeracdo nas linhas, reiniciando a
contagem a cada nova pagina. llustracGes e legendas devem ser apresentadas no
decorrer do texto. Ndo serdo fornecidas separatas. Os artigos estardo disponiveis no
formato PDF no endereco eletronico da revista. Para as demais se¢Oes da revista sdo
validas as normas anteriores. Ndo devem exceder a 15 paginas. Abreviaturas ndo usuais

devem ser empregadas ap0s escritas por extenso na primeira utilizagéo.
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