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CRIOPRESERVACAO DE SEMEN CAPRINO COM INCLUSAO DE ACIDO
DOCOSAHEXAENOICO NO MEIO DILUIDOR

RESUMO: O estudo teve como objetivo avaliar o efeito e determinar o melhor nivel
de inclusdo de &cido docosahexaenoico no diluidor para criopreservacao de sémen
caprino. O experimento foi realizado na cidade de Itaberaba - Bahia, no periodo de
abril a maio de 2018. Foram utilizados cinco machos sexualmente maduros
submetidos a coleta de sémen pela técnica da vagina artificial, com intervalo de vinte
e quatro horas entre as coletas, totalizando 10 coletas viaveis por animal. Apés
avaliacdo dos aspectos fisicos dos ejaculados, estes foram agrupados para formacao
de um pool, seguido do fracionamento em quatro aliquotas diluidas em meio Tris gema
contendo niveis de acido docosahexaenoico, sendo: 0; 30; 45 e 60ng.mL™1, acrescido
de 0,4mmol de alfa-tocoferol, ambos diluidos em uma soluc¢do de 0,05% de etanol.
Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado. Apods diluicdo com
concentracdo final de 150x10° espermatozoides por dose, o sémen foi envasado em
palhetas de 0,25mL e criopreservado em maquina de criopreservacédo (TK 3000®).
Palhetas de cada tratamento foram descongeladas a 37°C por 30 segundos, para a
realizacdo das avaliacoes fisicas de motilidade e vigor pos-descongelamento e dos
testes complementares para avaliacdo da: cinética espermética por meio do
(Computer-assisted semen analysis — CASA); integridade funcional de membrana
plasmatica, pelo teste hiposmético; integridade das membranas plasméticas e
acrossomal, por meio de sondas de epifluorescéncia; atividade mitocondrial e
compactacao de cromatina. Os dados foram avaliados quanto a normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk, para variaveis que apresentaram distribuicdo normal, os dados
foram submetidos & Andlise de Variancia e Teste de Regresséo, e para as variaveis
gue nao apresentaram distribuicdo normal, os dados foram avaliados pelo teste
Kruskal Wallis, adotando nivel de significancia de 5%. Nao houve diferenca para
motilidade espermatica progressiva (51,48x7,81%) e vigor espermatico (2,10+0,64)
pés-descongelamento. Ndo houve diferenca para os parametros de cinética
espermatica CASA: MT (79,17+17,31%), MP (14,04+5,73%), VCL (58,82+6,35um/s),
VSL (22,49+3,63um/s), VAP (35,17+4,52um/s), LIN (38,6915,79%), STR
(63,99+6,64%), WOB (59,68+2,99%); HOST reativos (69,66+9,76%) e nao reativos
(30,01+8,66%); integridade de membrana plasmatica e acrossomal por CFDA/IP:
integros (29,86+7,57%), lesados (48,39+7,95%) e semilesados (21,74+7,46);
potencial mitocondrial: Classe | (72,75+9,81%), Classe Il (10,93+4,64%), Classe llI
(9,83145,11%) e Classe IV (6,46+7,25%); compactacdo de cromatina integra
(96,87+4,37%) e fragmentada (2,95%2,40%). Concluiu-se que a inclusdo de até
60ng.mL! de acido docosahexaenoico ndo promoveu melhora nos parametros de
gualidade seminal de caprinos pds-descongelamento, no entanto a sua toxicidade nao
foi constatada.

Palavras chave: CASA; Espermatozoides; Lipidios; Membrana plasmatica; Omega 3



CRYOPRESERVATION OF CAPPINE SEMEN WITH INCLUSION OF
DOCOSAHEXAENOIC ACID IN THE MEDIUM DILUIDER

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the effect and to determine
the best level of inclusion of docosahexaenoic acid in the diluent for cryopreservation
of goat semen. The experiment was carried out in the city of Itaberaba, Bahia, from
April to May 2018. Five sexually mature males were submitted to semen collection
using the artificial vagina technique, with a twenty four hour interval between
collections, totaling 10 viable collections per animal. After evaluation of the physical
aspects of the ejaculates, these were pooled to form a pool, followed by fractionation
in four aliquots diluted in Tris gem medium containing docosahexaenoic acid levels,
being: 0; 30; 45 and 60ng.mL™, plus 0.4 mmol of alpha-tocopherol, both diluted in a
0.05% ethanol solution. A completely randomized design was used. After dilution with
final concentration of 150x10° spermatozoa per dose, the semen was filled in 0.25mL
vane and cryopreserved in a cryopreservation machine (TK 3000®). Reeds of each
treatment were thawed at 37°C for 30 seconds to perform the physical evaluations of
post-thawing motility and vigor and complementary tests to evaluate the sperm kinetics
through the Computer-assisted semen analysis (CASA); functional integrity of the
plasma membrane by the hyposmotic test; integrity of plasma and acrosomal
membranes by means of epifluorescence probes; mitochondrial activity and chromatin
compaction. The data were evaluated for normality by the Shapiro-Wilk test, for
variables that presented normal distribution, the data were submitted to Analysis of
Variance and Regression Test, and for the variables that did not present normal
distribution, the data were evaluated by the test Kruskal Wallis, adopting a significance
level of 5%. There was no difference for progressive sperm motility (51.48 + 7.81%)
and sperm vigor (2.10 + 0.64) after thawing. There were no differences in the
parameters of spermatozoa CASA: MT (79.17 = 17.31%), MP (14.04 + 5.73%), VCL
(58.82 £ 6.35 ym /' s), VSL ), VAP (35.17 £ 4.52um / s), LIN (38.69 = 5.79%), STR
(63.99 £ 6.64%), WOB (22.49 + 3.63um / 59.68 + 2.99%); Reactive HOST (69.66 +
9.76%) and non-reactive HOST (30.01 + 8.66%); Plasma and acrosomal membrane
integrity by CFDA / IP: intact (29.86 + 7.57%), damaged (48.39 + 7.95%) and semiluted
(21.74 + 7.46); mitochondrial potential: Class | (72,75 + 9,81%), Class Il (10,93 +
4,64%), Class 111 (9,83 £ 5,11%) and Class IV (6,46 + 7%). , 25%); compaction of whole
chromatin (96.87 + 4.37%) and fragmented (2.95 + 2.40%). It was concluded that the
inclusion of up to 60ng.mL-1 of docosahexaenoic acid did not promote improvement
in seminal quality parameters of post-thawing goats, however their toxicity was not
confirmed.

Key words: Freezing; Lipids; Plasma membrane; Spermatozoa; Omega 3
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1 INTRODUCAO

A criopreservacao do sémen é uma biotecnologia importante dentro dos
programas de reproducédo animal e sua eficiéncia esta em manter a integridade
funcional das células espermaticas e proporcionar adequadas taxas de
fertilidade em protocolos de inseminacao artificial (OLIVEIRA et al.,, 2011).
Todavia, o processo de criopreservacdo seminal induz a ocorréncia de
crioinjurias, culminando na diminuicdo parcial ou total de sua viabilidade e
capacidade fecundante, devido aos danos bioquimicos, funcionais e
ultraestruturais causados as células esperméaticas (LEBOUF et al., 2000).

Os danos causados a membrana plasmatica durante o processo de
criopreservacdo ocorrem na fase de transicdo do seu estado liquido para o
estado cristalino. Devido ao resfriamento, ocorrem mudancgas na forma estrutural
das moléculas de fosfolipidios, as quais impossibilitam a movimentacao aleatéria
das proteinas, resultando em aumento de permeabilidade da membrana e
decréscimo da atividade metabodlica (AMANN e PICKETT, 1987).

Diante disso, para melhor protecdo dos espermatozoides, frente ao
processo de criopreservagao, tem sido adicionado ao meio diluidor substancias
que possam conferir maior resisténcia as células espermaticas e assim diminuir
os efeitos deletérios do congelamento e descongelamento.

Os lipidios exercem um papel importante nas caracteristicas de
motilidade, fluidez da membrana espermética e capacidade de fertilizacéo.
Estudos tém demonstrado que a membrana plasmatica espermatica contém
altos niveis de &cidos graxos poli-insaturados (PUFAS), principalmente acido
docosahexaenoico (DHA), os quais foram relacionados a espermatozoides
integros e com alta capacidade de fertilidade (BRINSKO et al., 2005).

A inclusdo de PUFAs diretamente ao meio diluidor pode ser uma
alternativa viavel e pratica para minimizar as crioinjurias as células espermaticas.
Tem sido proposto que a adi¢cdo de uma fonte de acidos graxos poli-insaturados
da série 6mega 3 ao meio diluidor promove melhorias importantes na qualidade

espermatica pos-descongelamento, pois a sua incorporacdo a membrana



plasmatica melhora a capacidade de criotolerancia, diminuindo os danos
causados aos espermatozoides (ANSARI et al., 2012).

Neste contexto, o estudo tem como objetivo avaliar o efeito e determinar
o melhor nivel de inclusdo de DHA, no diluidor, para criopreservacao de sémen

caprino.



2 HIPOTESE

A inclusdo de DHA no diluidor para criopreservacdo de sémen caprino

melhora a sua qualidade pés-descongelamento.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito e determinar o melhor nivel de inclusdo de DHA no meio

diluidor para criopreservacédo de sémen caprino.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a inclusdo de niveis de DHA no meio diluidor de sémen caprino e seus
efeitos sobre a motilidade e vigor pos-descongelamento, cinética espermatica,
avaliar também seus efeitos sobre a integridade das membranas plasmatica e

acrossomal, bem como, o potencial mitocondrial e danos causados ao DNA.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Criopreservacao seminal em caprinos

A criopreservacao é uma técnica de armazenamento a longo prazo, para
preservar células ou fragmentos de 6rgaos, dentre eles gametas, embrides ou
tecidos gonadais (YON et al., 2016). Com uma série de aplicacdes clinicas e na
pesquisa, contribui para o aumento na producdo de animais de alto valor
genético; conservacao de espécies ameacadas de extingdo, com a formacéo dos
bancos de germoplasma; producdo de animais transgénicos; entre outras
finalidades (ANDRABI e MAXWELL, 2007; BARBAS e MASCARENHAS, 2009).

Esta técnica viabiliza outras biotecnologias da reproducdo, pois permite,
por exemplo, no caso de sémen criopreservado, ser utilizado posteriormente
para diversos fins, como na inseminacéao artificial convencional (IA), inseminacéo
artificial em tempo fixo (IATF), produgao de embrides in vitro (PIV), que s&o de
grande importancia para o melhoramento genético animal (KONYALI et al.,
2013).

O processo de criopreservacdo do sémen consiste na reducdo de
temperatura, desidratacdo celular, congelamento e descongelamento do meio
extra e intracelular. Danos celulares de diferentes graus séo induzidos a cada
fase, e o estado funcional das células é comprometido, resultando no acumulo
de lesdes ao longo do processo (MEDEIROS et al., 2002).

O choque pelo frio, estresse osmaético e formacdo de cristais de gelo
intracelulares, séo alguns dos fatores responsaveis por esses danos (YON et al.,
2016). Além disso, numerosos estudos indicam que o0 congelamento e
descongelamento dos espermatozoides desencadeiam a producéo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (TOWHIDI e PARQUES, 2012; JAFAROGHLI et al.,
2014; JAMADI et al., 2017). Segundo Gibb et al. (2013), a producéo de elevadas
concentracbes de ROS no sémen pode afetar o metabolismo energético, a
motilidade, a viabilidade e a integridade do DNA dos espermatozoides de varias

espécies.



No inicio do processo de criopreservacdo o sémen sai da temperatura
ambiente até alcancar a temperatura de 5°C, neste momento a agua intra e
extracelular permanecem super-refrigerada e nao cristaliza. No entanto, na
continuagao do processo, entre as temperaturas de -5 a -10°C, comecam a se
formar cristais de gelo no meio extracelular, fazendo com que o meio externo se
torne hiperosmoético em relagdo ao meio intracelular que permanece super-
refrigerado, ocorrendo troca de agua para manter o equilibrio entre 0 meio
extracelular e o intracelular, ocasionando a desidratagéo celular (SOARES e
GUERRA, 2009).

A formacéao de cristais de gelo no espaco extracelular cria um gradiente
osmotico entre a solucdo intracelular inicialmente isotbnica e a solucéo
congelada extracelular que se encontra concentrada. Dependendo da
velocidade de refrigeracdo, a dgua se move através da membrana e se une a
fase congelada do meio extracelular, ou ira congelar, formando gelo no interior
da célula. Nos casos em que ha formacgdo de cristais de gelo intracelular, as
células se tornam osmoticamente inativas ou lisadas devido a perda da
integridade da membrana (DENVIREDDY et al., 2002). Diante desse contexto,
Soares e Guerra (2009) sugeriram que a curva de congelamento deve ser lenta
para evitar a formacao de gelo intracelular, e rapida o suficiente para ndo permitir
o0 contato da célula desidratada com o meio hiperosmoético.

A desidratacdo severa promove desnaturacdo de macromoléculas e
encolhimento excessivo da célula, determinando colapso da membrana
(MEDEIROS, 2002). Entretanto, é necessario que ocorra a desidratacdo celular,
pois diminui a probabilidade de formar grandes cristais de gelo, o que causaria
danos as estruturas internas e a membrana plasmatica (PURDY, 2006).

O processo de criopreservacdo pode ser feito de forma automatizada, o
gue permite o controle sobre as taxas de decréscimo da temperatura por meio
da utilizacdo de curvas padronizadas para a maioria das espécies domésticas.
Estas podem ser programadas, por exemplo, de 4 a -5°C (reduzindo 4°C/min.),
de -5 a -110°C (reduzindo 25°C/min) e de -110 a -140°C (reduzindo 35°C/min),
guando as palhetas de sémen podem ser mergulhadas em nitrogénio liquido
(PURDY, 2006).



A eficiéncia da criopreservacdo do sémen esta relacionada a sua
capacidade de manter uma populacdo espermatica com integridade funcional e
proporcionar adequadas taxas de fertilidade em programas de IA (OLIVEIRA et
al., 2011). No entanto, diversas altera¢des bioquimicas e funcionais ocorrem nos
espermatozoides durante o processo de congelamento e descongelamento que
resultam em crioinjurias, como a perda da motilidade, danos a membrana
plasmatica, acrossomal e fragmentacdo do DNA (ALCAY et al., 2016).

Esses danos ocorrem porque os fosfolipidios, cujas cadeias de acidos
graxos sdo em sua maior parte poli-insaturadas, quando submetidos a
diminuicdo da temperatura, assumem uma forma cénica, denominada de forma
“hexagonal II” ou micela invertida na qual as extremidades hidrofébicas sao
externas e as hidrofilicas internas. Quando a membrana esta em transi¢do da
fase fluida para a fase cristalina, para muitos lipidios, a formacéo dessa micela
invertida é transitoria, entretanto, para certos fosfolipidios, esta estrutura
persiste. Tendo como consequéncia, o aumento da permeabilidade da
membrana, com o estabelecimento de canais que permitem a entrada de ions e
pequenas moléculas, desestabilizando a membrana e, assim, causando danos
irreparaveis a célula (WATSON, 1995).

Para reduzir os efeitos das crioinjurias as células espermaticas, é
necessario que o diluente seminal contenha substancias que mantenham a
viabilidade espermatica durante o0 processo de congelamento e
descongelamento (ROOF et al., 2012).

O diluente para criopreservacdo seminal deve fornecer aos
espermatozoides fonte de energia; proteger contra os danos gerados pelas
variacbes de temperatura; manter o pH adequado; inibir o crescimento
bacteriano; permitir que as células percam agua por osmose no processo de
congelamento (desidratacéo celular), inibindo a formacao de grandes cristais de
gelo intracelulares, fornecendo assim, condi¢des ideais para que as células
permanecam com qualidade e viabilidade apds o processo de congelamento e
descongelamento (SILVA e GUERRA, 2011).

Nos ultimos anos, estudos com varios protocolos e meios diluidores para

criopreservacdo foram desenvolvidos por meio da incorporacdo de diferentes



crioprotetores (MARA et al., 2007; KONALI et al., 2013; CHELUCCI et al., 2015),
acidos graxos poli-insaturados do tipo 6mega 3 e 6mega 6, (SAFARINEJAD e
SAFARINEJAD, 2012; YAN et al.,, 2013; FAIR et al.,, 2014) e antioxidantes
(BEZERRA et al., 2011; CALVO etal., 2015; JAMADI et al., 2017), para preservar
o sémen de diferentes espécies de mamiferos.

Contudo, pesquisas devem ser direcionadas para determinar uma fonte
ideal e nivel adequado de suplementacdo dos meios diluidores que melhorem

as caracteristicas do sémen criopreservado.

4.2 Acidos graxos poli-insaturados na qualidade seminal

Assim como todas as células de mamiferos, os espermatozoides
possuem a membrana plasmatica constituida por uma bicamada fosfolipidica de
PUFAs (FAIR et al., 2014), predominando os PUFAs de cadeia longa da familia
o6mega 3, em particular o DHA (BRINSKO et al., 2005).

O DHA possui 22 atomos de carbono e seis duplas ligagdes o que confere
maior fluidez a membrana plasmética. No entanto, os mamiferos ndo conseguem
sintetizar 4cidos graxos da familia 6mega 3 ou 6, devido a falta de enzimas
dessaturase de acidos graxos apropriadas. Portanto, o acido linoleico (C18:2 -
Omega 6) e o acido linolénico (C18:3 - dmega 3) precisam ser fornecidos na
dieta, j& que esses PUFAs sdo essenciais para indmeros processos, incluindo o
crescimento geral, desenvolvimento do cérebro, visdo e sistema reprodutivo
(KOCHHAR, 2002).

Os &cidos graxos acumulam-se nas células testiculares através de dois
processos distintos: difusdo passiva através da bicamada lipidica e/ou transporte
facilitado pela proteina mediada pela glicoproteina CD36, que € amplamente
expressa em células de Sertoli (GILLOT et al., 2005).

Os lipidios séo fundamentais e funcionam como fonte de energia para as
células de Sertoli, e também sé&o utilizados na remodelacdo de membranas de

células germinativas em desenvolvimento. As células germinativas apresentam
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altos niveis de PUFAS, no entanto, séo incapazes de sintetiza-los, dependendo
da sua captacao (RATO et al., 2014).

Os PUFAs estao envolvidos em modificagdes fisico-quimicas da cabeca
dos espermatozoides durante a capacitacdo (SALICIONI et al., 2007) e déao a
membrana espermatica a fluidez necessaria para participarem dos eventos de
fusdo associados a fecundacédo (LENZI et al.,, 2000). Pressupde-se que a
presenca destes PUFAs de cadeia longa promove uma maior fluidez a
membrana plasmatica devido as duplas ligacdes (TOWHIDI e PARQUES, 2012).

O DHA é rapidamente incorporado numa variedade de células,
principalmente em fosfolipidos da membrana plasméatica e mitocondrias.
Entretanto, ndo € distribuido igualmente em todas as classes de fosfolipidios,
sendo incorporado principalmente, em aminofosfolipideos, e sua maior parte em
fosfatidiletanolamina e em menor propor¢cdo na fosfatidilserina (MARSZALEK;
LODISH, 2005).

Os beneficios da incorporacdo do DHA séo refletidos principalmente com
0 aumento da motilidade dos espermatozoides através do aumento da fluidez da
membrana (ANSARI et al., 2012). Por outro lado, o aumento do PUFAs leva a
uma maior susceptibilidade a peroxidacao lipidica causando modificacdes na
membrana plasmatica do espermatozoide durante o0 processo de
criopreservacdo (BUCAK et al., 2010). Nesse sentido, o sistema antioxidante
exerce um papel importante no equilibrio entre a presenca de ROS e a funcéo
antioxidante. Assim, um nivel mais elevado de antioxidante pode ser benéfico
guando altas concentracdes de PUFAs sédo utilizadas.

Dentro do sistema antioxidante do espermatozoide, a vitamina E é o
principal antioxidante natural lipidico-sollvel presente nas membranas celulares
e desempenha um papel crucial na quebra da reacdo em cadeia da peroxidacao,
iniciada por ROS (GLIOZZI et al., 2009).

Os acidos graxos poli-insaturados contém uma configuracdo em que o
hidrogénio no atomo de carbono adjacente a dupla ligacdo é facilmente
removido, resultando na formacao de ROS (BANSAL e BILASPURI, 2009, 2010).
Os elétrons livres reajustam-se, e é adicionado oxigénio para formar um

peréxido. Os peréxidos podem romper-se para formar dois oxidantes, resultando
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numa reacdo de cadeia autopropagadora, levando a perda da permeabilidade
da membrana e consequentemente da funcdo espermatica.

Os tocoferdis atuam na remocéao dos radicais peroxil formados antes que
estes oxidem os &cidos graxos. O grupo hidroxila presente no tocoferol doa seu
atomo de hidrogénio para o radical peroxil, convertendo-o em peroxido. A acéo
do tocoferol como antioxidante é complementada pela presenca de glutationa-
peroxidase no componente solluvel da célula. A glutationa-peroxidase catalisa a
conversdo de peroxidos organicos e peroxidos de hidrogénio em alcoois ou
agua, evitando, assim, que os peroxidos lesem componentes celulares. A adicédo
de acidos graxos poli-insaturados da série 6mega 3 e 6mega 6 ao meio diluidor
tem sido alvo de pesquisa em diversas espécies a fim de avaliar seus efeitos na
qualidade de espermatozoides congelados/descongelados (ANSARI et al., 2012;
ABDI-BENEMAR et al., 2015; KAKA et al., 2015; LIU et al., 2017).

De acordo com Ansari et al. (2012), a adicdo de uma fonte de acidos
graxos poli-insaturados da série 6mega 3 ao meio diluidor, aumentou a
viabilidade espermatica por meio de alteracbes na composicao lipidica das
membranas apds o congelamento de sémen caprino.

Abdi-Benemar et al. (2015) obtiveram resultados satisfatérios para
motilidade e viabilidade espermatica, integridade das membranas e também
maiores taxas de concepc¢do com a inclusdo de 0,30g de 6leo de peixe no
diluente seminal de ovinos.

A relacéo entre os 4cidos graxos da série 6mega 3 e dmega 6 pode ser o
principal responsavel pelo aumento da qualidade do sémen in natura, uma vez
que a fluidez da membrana dos espermatozoides esta diretamente relacionada
a sua composicao lipidica (MALDJIAN et al., 2003).

Em touros, a proporcéo de acidos graxos dmega 3 nos espermatozoides
diminui com a idade, contribuindo para aumentar sua susceptibilidade a
crioinjurias (ARGOV-ARGAMAN et al., 2013). Ao longo dos anos vém sendo
realizadas pesquisas para promover melhorias na qualidade espermatica
suplementando animais com dietas enriquecidas com PUFAs como fonte de
DHA, em diferentes espécies como: caprinos (SOUZA, 2013), frangos
(CEROLINI et al., 2006), perus (ZANIBONI et al., 2006), ovinos (JAFAROGHLI
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et al., 2014; FAIR et al.,2014; ESMAEILI et al., 2014), bovinos (MOALLEM et al.,
2015; GURLER et al., 2015; KHOSHVAGHT et al., 2016), coelhos (GLIOZZI et
al., 2009; MOURVAKI et al., 2010) e suinos (ESTIENNE et al., 2008; YESTE et
al., 2011; LIU et al., 2017).

A inclusédo de PUFAs ao meio diluidor foi realizado por Kaka et al. (2015),
estes autores obtiveram maiores porcentagens de motilidade espermatica
progressiva, morfologia normal, viabilidade, integridade acrossomal e da
membrana plasmatica, com adicdo de 5ng.mL?! de &cido alfa linolénico no
diluidor seminal de bovinos, quando comparados aos outros grupos
suplementados e o controle.

Towhidi et al. (2013) avaliaram os efeitos da adicdo de niveis de &cido
graxo 6mega 3 (0; 0,1; 1 e 10ng.mL™?) e alfa-tocoferol (0; 0,1 e 0,2mM) no diluidor
de sémen de ovinos, encontraram melhores resultados para motilidade
progressiva nos niveis 1ng.mL?' de 6mega 3 e 0,AmM alfa-tocoferol em
comparagao com outros grupos tratados.

Segundo Ansari et al. (2012), na espécie caprina a adicdo de 10ng.mL*
de uma fonte de 6mega 3 e 0,2mmol de vitamina E ao meio diluidor seminal
melhora a motilidade progressiva pds descongelamento devido a incorporacdo
de DHA na membrana das células, o qual promoveu protecdo aos
espermatozoides frente ao processo de criopreservacao.

Kaeoket et al. (2010) utilizaram como fonte de DHA o éleo de peixe, com
inclusédo de 0; 0,13; 0,29 e 0,45g no diluidor seminal de suinos e obtiveram maior
motilidade progressiva, viabilidade e integridade acrossomal nos grupos
suplementados com 6leo de peixe em comparagao ao grupo controle.

Todavia, pesquisas que relacionem qualidade seminal com a inclusao de
DHA diretamente aos meios diluidores de sémen caprino ainda sao necessarias,
existem poucas informac¢des na literatura voltadas para a espécie que indiquem
um nivel adequado, com isso, justifica-se a realizacdo de estudos que avaliem

os efeitos dessa suplementacéo.

4.3 Andlises espermaticas in vitro pos-descongelamento
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O congelamento promove ou causa danos na funcdo espermatica,
afetando os processos necessarios para a fertilizagcdo do odcito. Durante a
criopreservacao, 0os espermatozoides sao expostos a estresse fisico e quimico
que resulta em alteracdes na composicao lipidica da membrana, motilidade
espermatica, viabilidade e estado acrossémico (GADEA et al.,, 2013). Todas
estas alteracdes reduzem a capacidade do espermatozoide de fertilizar o odcito
apos a criopreservacédo (BARBAS e MASCARENHAS, 2009).

Desta forma, testes in vitro sdo adotados na rotina laboratorial para
determinacao da qualidade do sémen a ser utilizado em IA ou na PIV, devido a
relacdo existente entre qualidade do material seminal e fertilidade (BICUDO et
al., 2007).

Normalmente as avaliacGes laboratoriais realizadas com o objetivo de
estimar o potencial de fertilizacdo de uma partida de sémen sdo: motilidade
espermética (%); vigor espermatico (1-5); concentracdo espermatica
(milhdes/dose); anormalidades espermaticas (%) e teste de membrana
plasmatica e acrossomal. No entanto, nos ultimos anos tém sido adotadas
também técnicas computadorizadas de avaliacdo do movimento espermatico,
testes de incubacéo e separacdo espermatica e analise morfofuncional por meio
de sondas fluorescentes para 0 acesso ao potencial de fertilizacdo das amostras
de sémen criopreservado (WALTHERS et al., 2004; RODRIGUEZ-MARTINEZ,
2007; RODRIGUEZ-MARTINEZ e BARTH, 2007).

O Teste Hiposmotico (HO) ou Hypoosmotic Swelling Test (HOST) avalia
a integridade e funcionalidade da membrana espermética e foi proposto pela
primeira vez por Jeyendran et al. (1984) em espermatozoides humanos. A
integridade de membrana plasmatica do espermatozoide tem grande
importancia para que ocorra os diversos eventos fisiolégicos durante a
fertilizacdo do odcito que incluem a capacitacdo e reacao acrossdmica, ligacdo
com a zona peldcida e fusdo dos gametas (SNOECK et al., 2014).

O HO é simples, de facil execucgédo e interpretacdo, tem sido empregado
em Varios estudos para avaliar a integridade de membrana de espermatozoides

de vérias espécies, como: bovinos (MARTINS et al., 2011); equinos (YEST et al.,
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2015); ovinos (ALCAY et al., 2015); caninos (LOPES et al., 2015) e também
caprinos (MEMON et al., 2012).

Ao realizar o HO, as amostras seminais sao expostas a solucoes
hiposmaticas e incubadas em banho maria a 37°C por determinado tempo.
Nestas condi¢cdes, por osmose ocorre passagem de agua através da membrana
até que seja estabelecido o equilibrio entre os meios intra e extracelular, se a
membrana espermatica estiver integra ocorre o intumescimento da célula devido
ao influxo de agua predominantemente na regido das fibras da cauda
provocando seu enrolamento ou dobramento (GOERICKE-PESCH e FAILING,
2013). ApoGs incubacdo, as laminas sdo examinadas sob um microscépio de
contraste de fase e os espermatozoides séo classificados quanto a presenca ou
nao de cauda enrolada, ou seja, reativos e nao reativos ao HO (EMERICK et al.,
2011).

Memon et al. (2012), ao avaliar a integridade espermatica de sémen
caprino criopreservado por meio do HO, encontraram média de 58,10+1,53%
espermatozoides com membrana integra. Ja Bulyukleblebici et al. (2014)
encontraram médias de 48,0+4,39% e 49,9+3,22% de células reativas ao teste
em meio a base de tris gema, utilizando 3 e 6% de glicerol no diluidor do sémen
caprino, respectivamente. No entanto, Salmani et al. (2014) obtiveram média de
64,9+1,7% de espermatozoides reativos ao HO apds descongelamento de
sémen criopreservado em meio a base de tris gema utilizando 5% de glicerol.

Diante disso, o Teste HO mostra-se entdo uma ferramenta complementar
sensivel e importante de ser realizada para determinar a integridade da
membrana plasmatica, pois as injurias causadas aos espermatozoides,
principalmente a formagé&o dos cristais de gelo conferem danos irreversiveis aos
espermatozoides (EMERICK et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013).

A avaliacdo da integridade de membrana acrossomal € essencial para
determinar a capacidade fecundante de uma amostra de sémen, de forma que,
o dano parcial ou total leva a incapacidade para fertilizar, pois a integridade do
acrossoma, bem como suas enzimas, sdo fundamentais para que ocorra a
fecundacao (LESSARD et al., 2011). Com o avanco dos estudos relacionados a

qualidade seminal, varios sdo o0s protocolos para avaliacdo do estado
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acrossomal nas diversas espécies domeésticas, existem desde técnicas de
coloracao simples como: Vermelho Congo (CEROVSKY, 1976); Pope (POPE et
al., 1991); Trypan blue/Giemsa (DIDION et al., 1989) e coloragéo com utilizac&o
de varias sondas fluorescentes (SILVA e GUERRA, 2011).

A avaliacdo da integridade acrossomal por meio da técnica de coloracéo
pelo Vermelho Congo (CEROVSKY, 1976) € de simples execucdo e permite a
identificacdo de forma detalhada das patologias do acrossoma por meio da
microscopia de luz (SOMFAI et al., 2002). Inicialmente deve ser preparado
esfregacos seminais em lamina de vidro, os quais devem secar ao ar. Para
coloracdo das células espermaticas, as laminas sao imersas em solucéo aquosa
saturada de vermelho congo por um minuto, lavadas suavemente e secas ao ar,
em seguida, os esfregacos devem ser imersos em solucdo aquosa a 0,5% de
violeta genciana por 30 segundos, suavemente lavados e secarem ao ar (CBRA,
2013).

Para quantificagdo dos defeitos de acrossoma, as laminas devem ser
observadas em microscopia de luz, sob imerséo (1.000X). Esse método permite
classificar os espermatozoides quanto a integridade acrossomal em: integro;
heterogéneo; em destacamento; destacado; entre outros (MURADAS et al.,
2006).

Del Valle et al. (2013), estudando a inclusdo de 6leo de coco e 6leo de
palma em diluidor de sémen ovino, ndo obtiveram diferencas nas porcentagens
de espermatozoides com membrana acrossomal integras entre o grupo controle
e tratado. Bittencourt et al. (2006), avaliando diferentes tempos de equilibrio 1,
2, 3 e 4 horas, obtiveram menores médias de defeitos acrossomais no tempo de
equilibrio de 2h (G2) 08,42+08,34 quando comparado aos grupos com periodos
de equilibrio superiores 3h (G3) e 4h (G4), com médias de 20,42+06,29 e
24,71+09,19, respectivamente.

A coloragdoTrypan blue/Giemsa, descrita por Didion et al. (1989), é outra
possibilidade de avaliagdo da integridade acrossomal e viabilidade espermatica.
O Trypan blue cora em azul os espermatozoides mortos, com membrana lesada,
enquanto espermatozoides intactos (vivos) ndo se coram. O Giemsa indica

auséncia ou presenca do acrossomo, corando em roxo Ou rosa escuro o
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acrossomo integro. Esses corantes tém sido usados com bons resultados para
avaliacdo da integridade acrossomal em equinos (SERAFINI et al., 2014),
bovinos (MARINHO et al., 2016), ovinos (LIMA et al., 2010) e caprinos (MALIK
et al., 1997). Segundo Didion et al. (1989), espermatozoides corados por Trypan
blue/Giemsa séo classificados em quatro categorias: a) vivo com acrossomo
intacto; b) morto com acrossomo intacto; c) vivo sem acrossomo; e d) morto sem
acrossomo.

De acordo com Pope et al. (1991), a integridade acrossomal pode ser
ainda avaliada pela técnica de coloracdo Pope a qual € composta de 1% do
corante Fast Green e do Rosa Bengala, € um método simples e rapido, para sua
realizacdo uma aliquota de sémen deve ser misturada ao corante na proporcao
de 1:1, e apos, fazer esfregaco em |aminas de microscopia. As analises das
laminas podem ser feitas em microscopio de luz em aumento de 1.000x,
classificando em: a) Acrossoma integro: coloracdo lilds e b) Acrossoma néo
integro: coloracao rosa. A coloracdo Pope tem sido realizada com sucesso em:
bovinos (RODRIGUES et al., 2015), gatos domeésticos (VILLAVERDE et al.,
2008) e ovinos (SOUZA et al., 2015)

Na mitocondria estd a maior parte do ATP necessario ao metabolismo
total do espermatozoide, incluindo aquele necessario a motilidade e vigor
(BATISTA e GUERRA, 2010). As mitocondrias esperméticas estdo dispostas ao
longo da peca intermediéria, tendo como principal fungéo realizar a fosforilagédo
oxidativa e produzir ATP como fonte de energia metabdlica, sendo essencial
para a suplementacdo de ATP para o batimento flagelar, possibilitando a
propulséo dos espermatozoides (SILVA e GADELLA, 2006).

A atividade mitocondrial pode ser determinada a partir da aplicacéo da
técnica desenvolvida por Hrudka (1987), baseada na oxidacdo do 3,3’-
diaminobenzidine (DAB). Por meio de uma reacdo em cadeia no Complexo
Citocromo C, o DAB é polimerizado e se deposita na bainha mitocondrial, ou
seja, ao longo da peca intermediaria dos espermatozoides, de modo que quanto
maior a atividade mitocondrial na peca intermediaria maior sera a deposicao do
corante sobre a mesma, sendo esta reacdo observada em microscopio de

contraste de fase pela visualizagdo de uma cor castanha (cromogeno).
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Este teste deve ser realizado na auséncia de luz e consiste na incubacao,
em proporcdo de 1:1, da amostra seminal com DAB (1Img/mL de PBS), em
banho-maria a 37°C por 60 minutos, posteriormente séo preparados esfregacos
os quais devem ser fixados em formaldeido a 10% por 10 minutos, em seguida
lavados e secos ao ar.

Para determinacdo da atividade mitocondrial avalia-se 200
espermatozoides por lamina sob microscopia de luz em objetiva de 100x, sob
Oleo de imersédo e classifica-se em: Classe | (peca intermediaria totalmente
corada); Classe Il (=50% da peca intermediaria corada); Classe lll (€ 50% da
peca intermediaria corada) e Classe IV (auséncia de coloracdo da peca
intermediaria) (HRUDKA, 1987; CAVALCANTE et al., 2005).

Cavalcante et al. (2005), trabalhando com sémen de caprinos, e aplicando
o método descrito por Hrudka (1987) de avaliacdo da atividade mitocondrial,
obtiveram indices de atividade citoquimica de amostras apés descongelamento
de 66,00% e 67,25%, para racas Boer e Alpina, respectivamente, indicando que
mais da metade das mitocbndrias estdo ativas nos espermatozoides, o que €
compativel para suportar o percentual de motilidade espermatica quando
avaliada apos o descongelamento.

Losano et al. (2015) também avaliaram a atividade mitocondrial por meio
da técnica descrita Hrudka (1987) em espermatozoides de touros e obtiveram
porcentagem de atividade mitocondrial de classe | (peca intermediaria totalmente
corada) de 66,50+6,00.

Com o0 avanco nas biotécnicas aplicadas a reproducdo animal novos
métodos estdo sendo aplicados para avaliar a qualidade seminal. Dessa forma,
muitos aspectos relacionados a funcionalidade espermética tém sido
monitorados por meio de sondas fluorescentes que permitem estimar
simultaneamente, em microscopia de epifluorescéncia, ou citometria de fluxo, o
potencial das membranas plasmaticas, acrossdbmica, mitocondrial, o indice de
fragmentacao de DNA, entre outros (ARRUDA et al., 2010).

Vérias sondas fluorescentes tém sido usadas para analise da integridade
de membrana em espermatozoides de caprinos, como: diacetato de

carboxifluoresceina (CFDA) em combinagdo com iodeto de propidio (IP)
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(COLETO et al., 2002); SYBR®14 em combinacédo com IP (PETERSON et al.,
2007) e Hoechst 33258 (MARCO-JIMENEZ et al., 2006).

De acordo com Medina et al. (2000), o CFDA é um éster ndo polar, ndo
fluorescente, permeavel a membrana plasmética que dentro da célula é
hidrolisado por esterases inespecificas, resultando em um composto
fluorescente e impermeavel a membrana plasmatica intacta que o adsorve e
fluoresce em verde. Ja o IP tem afinidade com o DNA, mas é impermeavel a
membrana integra. Desta forma, uma vez que a membrana esteja lesionada o
IP cora a regido nuclear em vermelho devido a sua ligacao ao nucleo celular.

Vidal et al. (2013) avaliaram a integridade da membrana do
espermatozoide utilizando a combinacao de iodeto de propidio (PI) e diacetato
de carboxifluoresceina (CFDA) em caprinos, foram avaliadas 200 células sob
microscopia de epifluorescéncia utilizando excitacdo de DBP 485/20nm e filtros
de emissédo de DBP 580-630nm com uma ampliacdo de 400x. Estes corantes
emitem fluorescéncia verde (CFDA) indicando membrana intacta, e a
fluorescéncia vermelha (IP) indicando membrana lesada. Os mesmos autores
nao obtiveram diferenca para integridade de membrana de amostras de sémen
congeladas em meio Tris mais lecitina de soja a 0,04% ou 0,016% das amostras
congeladas com leite desnatado, 39,67+16,72; 38,08+19,31 e 45,17+14,74,
respectivamente.

Marco-Jiménez et al. (2006) avaliaram a viabilidade da membrana
utiizando Bisbenzimida Hoechst 33258. Esse corante marca 0s
espermatozoides ndo viaveis (mortos) em azul brilhante, enquanto que as
células vidveis ndo sao coradas. Estes autores concluiram que a
criopreservacdo provocou a perda da integridade da membrana, média de
25,6%1,4 quando comparado ao sémen fresco obtendo média de 79,9+1,8.

Peterson et al. (2007), usando SYBR®14 em combinag¢do com IP,
avaliaram a integridade de membrana plasmatica de espermatozoides caprinos
da raga Saanen em citometro de fluxo, e concluiram existir correlagéo entre a
proporcdo de células com membranas intactas e a quantidade de
espermatozoides moveis armazenados a 18° e 4°C (r = 0,77 e 0,98,

respectivamente).



18

Assim como na integridade de membrana plasmatica, a integridade
acrossomal pode ser mensurada por diferentes sondas fluorescentes, porem a
as mais comumente usadas em caprinos séo aqueles que utilizam isotiocianato
de fluoresceinas (FITC) conjugadas a lecitinas, tais como: Peanut Agglutinin
(FITC-PNA) ou Pisum Sativum Agglutinin (SILVA e GADELLA, 2006).

Em estudo, Eiman et al. (2011) utilizaram o FITC-PNA para avaliar a
integridade acrossomal em amostras de sémen caprino com diferentes niveis O;
0,1;0,2; 0,3 e 0,4M de Arbutin (4-hidroxifenil-glucopiranésido), com o objetivo de
avaliar seu efeito sobre a estabilidade lipidica. Estes mesmos autores concluiram
que ainclusdo de 0,4M de arbutin melhora a percentagem de acrossoma intacto.
Recentemente, Alcay et al. (2017) avaliaram a integridade do acrossoma por
meio da sonda Pisum Sativum Agglutinin (FITC-PSA) e obtiveram porcentagem
de 31,20+3,27 de acrossoma defeituoso em sémen de caprino pos-
descongelamento.

Diversas técnicas séo realizadas para prevé a fertilidade do sémen in vitro,
com a finalidade de garantir a utilizacdo de sémen de qualidade apds o0 processo
de criopreservacdo. De acordo com Batista e Guerra (2010), atualmente a
associacao de varias técnicas para avaliacdo seminal in vitro pode promover um
prognéstico mais confiavel da fertilidade in vivo do sémen descongelado de
caprinos.

Para driblar os efeitos das avaliacdes subjetivas do sémen que tem valor
preditivo de fertilidade limitado, alguns sistemas de analise computadorizado de
avaliacao espermatica vem sendo proposto (VERSTEGEN et al., 2002; MATOS
et al., 2008). Computer-assisted Sperm Analysis (CASA) é um método que se
baseia na captura e processamento de diversas fotos das células espermaticas,
resultando na trajetéria precisa de cada espermatozoide (BERGSTEIN et al.,
2014) dando condicao de identificar as subpopulacdes dos espermatozoides de
cada ejaculado (KATHIRAVAN et al., 2011). Além de verificar os efeitos de varios
procedimentos in vitro sobre a motilidade espermatica (PERUMAL et al., 2014).

Diversas varidveis sdo analisadas, tais como: motilidade total; motilidade
progressiva; velocidade curvilinear (VCL) é a velocidade da trajetdria real do

espermatozoide; velocidade linear progressiva (VSL), é a velocidade média em
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funcdo da linha reta estabelecida entre o primeiro e o Ultimo ponto da trajetéria
do espermatozoide; velocidade média da trajetéria (VAP), é a velocidade da
trajetoria média do espermatozoide; linearidade (LIN), é a relacdo percentual
entre a (VSL) e a (VCL); retilinearidade (STR), é a relacdo percentual entre (VSL)
e (VAP).

Estima a proximidade do percurso da célula a uma linha reta; amplitude
de deslocamento lateral de cabeca (ALH), é a amplitude do deslocamento médio
da cabeca do espermatozoide em sua trajetdria real; frequéncia de batimento
flagelar cruzado (BCF), nimero de vezes que a cabeca do espermatozoide cruza
a direcdo do movimento (KATHIRAVAN et al., 2011). Esses parametros séo
importantes e tem relacdo com a capacidade das células esperméticas na
progressdo do muco cervical e na interacdo com o odcitos (VERSTEGEN et al.,
2002).

Sundararaman e Edwin (2008) verificaram que o sistema CASA é capaz
de avaliar a deterioracdo da qualidade do sémen de caprinos em termos de
caracteristicas de motilidade dos espermatozoides durante o processamento de
sémen para criopreservacao e as diferencas entre amostras de alta e baixa
qualidade durante o processo. Outra utilidade desse sistema € avaliacdo do
efeito de diversas fontes de crioprotetores que sdo adicionados aos diluidores e
quais parametros de cinética podem ser influenciados de acordo a substancia
empregada (BEZERRA et al., 2011).

De acordo com Cox et al. (2006), melhores parametros de velocidade
curvilinea, velocidade média da trajetéria e velocidade linear progressiva em
ejaculados caprinos, foram relacionados a uma maior capacidade de penetracéo
do muco cervical homélogo in vitro quando comparados com ejaculados de

qualidade inferior.
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RESUMO

O estudo teve como objetivo avaliar o efeito e determinar o melhor nivel de inclusdo de
acido docosahexaenoico no diluidor para criopreservacdo de sémen caprino. Foram
utilizados cinco machos Boer submetidos a 10 coletas vidveis por animal. Apos avalia¢do
0s ejaculados foram agrupados (pool), fracionados em meio Tris gema, sendo: 0; 30; 45
e 60ng.mL* de &cido docosahexaenoico acrescido de 0,4mmol de alfa-tocoferol. O sémen
foi criopreservado em maquina de congelamento TK 3000®. Os dados foram avaliados
por Andlise de Regressdo a 5% de significancia. No TTR n&o houve diferenca (P>0,05)
para motilidade e vigor espermaticos entre os tempos cinco e 180min, com médias inicial
e final de (51,48+7,81%) e (1,00+7,75%) para motilidade e (2,10+0,64) e (0,10£0,17)
para vigor; cinética espermatica: MT (79,17£17,31%), MP (14,04+5,73%), VCL
(58,82+6,35um/s), VSL  (22,49+3,63um/s), VAP  (35,17+£4,52um/s), LIN
(38,6945,79%), STR (63,99+6,64%), WOB (59,68+2,99%); hiposmotico, média de
(69,66+9,76%) de espermatozoides reativos; integridade de membrana plasmatica e
acrossomal: media de (29,86+7,57%) de espermatozoides integros; potencial
mitocondrial: Classe | (72,75+£9,81%) e compactacdo de cromatina, média de
(96,87+4,37%) de cromatina integra. Desta forma, a inclusdo de até 60ng.mL™ de acido
docosahexaenoico ndo promoveu melhora nos parametros de qualidade seminal de
caprinos pos-descongelamento, no entanto a sua toxicidade ndo foi constatada.

Palavras chave: CASA, espermatozoides, lipidios, membrana plasmatica, 6mega 3
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect and to determine the best level of
inclusion of docosahexaenoic acid in the diluent for cryopreservation of goat semen. Five
Boer males were submitted to 10 viable collections per animal. After evaluation the
ejaculates were pooled, fractionated in Tris gem medium, being: 0; 30; 45 and 60ng.mL-
1 of docosahexaenoic acid plus 0.4 mmol of alpha-tocopherol. The semen was
cryopreserved in TK 3000® freezing machine. The data were evaluated by Regression
Analysis at 5% of significance. In the TTR there was no difference (P> 0.05) for sperm
motility and vigor between the five and 180min times, with initial and final means of
(51.48 + 7.81%) and (1.00 £ 7.75% ) for motility and (2.10 + 0.64) and (0.10 £ 0.17) for
vigor; spermatic kinetics: MT (79.17 £ 17.31%), MP (14.04 £5.73%), VCL (58.82 + 6.35
um/s), VSL (22.49 +3.63 um/s), VAP (35.17 £ 4.52um / s), LIN (38.69 + 5.79%), STR
(63.99 + 6.64%), WOB (59.68 £ 2.99% ); hyposmotic, mean (69.66 + 9.76%) of reactive
spermatozoa; plasma and acrosomal membrane integrity: mean (29.86 + 7.57%) of intact
spermatozoa; mitochondrial potential: Class 1 (72.75 = 9.81%) and chromatin
compaction, mean (96.87 + 4.37%) of whole chromatin. Thus, the inclusion of up to
60ng.mL-1 of docosahexaenoic acid did not promote improvement in seminal quality
parameters of post-thawing goats, however their toxicity was not observed.

Key words: CASA, spermatozoa, lipids, plasma membrane, omega 3
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INTRODUCAO

A membrana plasmatica é uma estrutura altamente dinamica que envolve toda a
superficie do espermatozoide, mas embora seja continua, difere regionalmente. A
composicdo lipidica da membrana plasmética dos espermatozoides é um dos principais
determinantes da capacidade de criopreservacdo. Em diferentes espécies de mamiferos,
até 60% do fosfolipidio ligado ao total de &cidos graxos das células sdo acidos graxos
poli-insaturados (PUFAS) de cadeia longa, especialmente o acido docosahexaenoico
(DHA) (Flesch e Gadella, 2000).

A fluidez da membrana esté associada a disponibilidade de DHA, essencial para
a motilidade da cauda do espermatozoide (Towhide et al., 2013). Desta forma a
concentracdo de DHA na membrana plasmatica tem sido positivamente associada a
melhora da motilidade espermatica em humanos (Gonzéalez-ravina et al., 2018) e animais
(Losano et al., 2018), e isto esta relacionado a presenca das duplas ligacdes.

A adicdao de uma fonte de PUFAs ao meio diluidor parece ser benéfica ao
espermatozoide, conferindo maior protecdo durante o processo de criopreservacdo. A
maior fluidez e flexibilidade da membrana plasmatica aumentam a toleréncia ao
congelamento e a prevencao da ruptura da membrana da célula espermaética pela formacéao
de cristais de gelo durante o processo de congelamento e descongelamento (Ansari et al.,
2012)

Estudos relatam efeitos vantajosos na suplementacdo in vitro de algumas fontes
de PUFAs no meio de congelamento, como o 6leo de peixe que é ricoem DHA (Del Valle
et al., 2013; Machado et al.,2018), &cido alfalinolénico (Kaka et al., 2015; Nasiri et al.,
2012) e &cido linoleico (Takahashi et al., 2012), esses aditivos demonstram ser uma
alternativa promissora como componente em diluentes seminais.

No entanto € importante ressaltar que a inclusdo de uma fonte de PUFAs deve
estar associada a um antioxidante devido a susceptibilidade das duplas ligaces do DHA
a acdo das espécies reativas de oxigénio (ROS). Neste contexto, o estudo tem como
objetivo avaliar o efeito e determinar o melhor nivel de inclusdo de DHA, no diluidor,

para criopreservacdo de sémen caprino.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na fazenda Agropecuaria BANTU no municipio de
Itaberaba/Bahia, no periodo de abril a maio de 2018 e as analises seminais no Laboratorio
de Reprodugdo Animal do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas da
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia em Cruz das Almas — Ba e no Laboratorio
de Reproducdo Animal da Universidade estadual de Santa Cruz em Ilhéus — BA.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica de no Uso dos Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, sob numero de protocolo
23007.011081/2017-65.

Foram utilizados cinco machos adultos da raca Boer, com idade média de
2,75%1,50 anos, selecionados mediante exame androlégico prévio, seguindo as normas
do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 2013). Os animais foram mantidos
em sistema intensivo de producao, recebendo feno de capim-Buffel (Cenchrus ciliaris L.)
e mistura concentrada a base de farelos de milho e soja, formulada segundo o NRC
(2007), e agua ad libitum.

As coletas seminais foram realizadas pelo método de vagina artificial, utilizando-
se uma fémea em estro como manequim, com intervalo de 24 horas entre as coletas,
totalizando 10 coletas vidveis. Apos a coleta, os ejaculados foram avaliados quanto aos
aspectos fisicos (volume seminal, aspecto seminal, turbilnonamento espermatico,
motilidade espermatica progressiva e vigor espermatico) em microscopia de interferéncia
diferencial de fase (Olympus®, Toquio, Japdo). As amostras com motilidade >70% e
vigor espermatico >3, foram agrupadas para formacéo de um pool e uma amostra retirada
para avaliacdo da morfologia e determinacdo da concentracdo espermatica (CBRA,
2013).

Para avaliagdo da morfologia espermatica, uma aliquota de 20uL de sémen foi
preservada em 1mL de citrato formolizado a 4%, utilizando-se a técnica de preparacdo
umida sob microscopia de interferéncia diferencial de fase, com aumento de 400 vezes,
200 células serdo contadas e avaliadas quanto aos defeitos maiores, menores e totais
(CBRA, 2013)

A concentracdo espermatica foi avaliada apés diluicdo de 10uL de sémen em 4mL

de citrato formolizado a 4% e posterior contagem dos espermatozoides em camara de
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Neubauer com uso de microscopia de interferéncia diferencial, sob aumento de 400 vezes
(CBRA, 2013).

Apos a formacdo do pool, este foi reavaliado quanto aos aspectos fisicos, as
amostras que apresentaram valores dentro dos padrdes exigidos pelo CBRA (2013) foram
diluidas e fracionadas em quatro grupos (G) contendo niveis de &cido docosahexaenoico:
G1:0ng.mL™; G2: 30ng.mL; G3: 45ng.mL e G4: 60ng.mL™*, acrescido de 0,4mmol de
alfa-tocoferol, diluido em solucdo de etanol a 0,05% no diluidor Tris-gema (ROBERTS,
1986).

A solucdo estoque de DHA (Sigma-Aldrich®, Brasil, Ltda) foi calculada
considerando seu peso molecular de 328,49g/mol e diluida em 100mL de solucdo de
etanol a 0,05%. Para cada grupo foi acrescido 0,4mmol de alfa-tocoferol (Sigma-
Aldrich®, Brasil) diluido em solugéo de etanol a 0,05%.

Apbs diluicdo final para obtencio da concentragdo de 150x10° espermatozoides
por dose, 0 sémen foi envasado em palhetas de 0,25mL e criopreservado em maquina de
criopreservagio (TK 3000®) em duas etapas, sendo a primeira referente & curva positiva
(resfriamento a 0,25°C/min até alcancar +5°C iniciando em 32°C) e a segunda referente a
curva negativa, dividida em duas fases: congelamento a partir de +5°C, em uma
velocidade de 10°C/min e 5°C/min até atingir -120°C. Com o fim do processo de
congelamento as palhetas foram submersas em nitrogénio liquido, acondicionadas em
raques e armazenadas em botijdo criogénico (-196°C) e em seguida armazenadas até a
avaliacdo. Para avaliacdo de motilidade e vigor p6s-descongelamento, as palhetas foram
descongeladas em banho-maria 37°C por 30 segundos.

A cinética espermatica foi avaliada pelo Computer Assisted Sperm Analysis -
SCA® (CASA). As palhetas foram rediluidas para obter uma concentracdo final de
50x10%/mL. Os padrdes utilizados para o ajuste do equipamento foram baseados nas
recomendagdes do programa Sperm Class Analyser® (Microptics S.L, v.5.2, Barcelona,
Espanha) para andlise de espermatozoide caprino, conforme a seguir: 25
imagens/segundo com 25Hz; tamanho de particula capturado entre 3 e 70um/m?
espermatozoides considerados lentos <10um/s, médios de 45 a 75um/s e rapido acima de
75um/s. Foram avaliados os seguintes parametros: Motilidade total (MT, %), motilidade
progressiva (MP, %), Velocidade média do trajeto (VAP, um/s), Velocidade Curvilinear
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(VCL, pm/s), Velocidade Linear Progressiva (VSL, %), Retilineariedade (STR, %),
Linearidade (LIN, %) e o Indice de Oscilagio (WOB, %).

A integridade funcional da membrana plasmatica foi avaliada pelo Teste
Hiposmotico (HOST), utilizando-se 1mL de solugdo hiposmotica contendo frutose
(100mOsmol/Kg), acrescida de 10uL de sémen de cada partida e incubada por 30 minutos
em banho-maria a 37°C. Para quantificagdo do HOST, 200 células espermaéticas foram
classificadas em microscopia de contraste de fase, com aumento de 1000 vezes, sob
imersdo, quanto a presenca ou nao de cauda dobrada, segundo descrito por Kumi-Diaka
(1993). O célculo do nimero de espermatozoides reativos ao HOST foi realizado por
intermédio da férmula citada por Melo e Henry (1999). HOST% = (% de altera¢es na
regido da cauda ap6s 0 HOST) — (% de alteracdes na regido da cauda antes do HOST).

A integridade estrutural das membranas, plasmatica e acrossomal, foi avaliada
utilizando um microscopio fluorescente (400X; Olympus® BX 51) ap6s a coloracéo do
espermatozoide com corantes fluorescentes diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e
iodeto de propidio (IP) de acordo com o método de Harrison e Vickers (1990). A
coloracdo com CFDA foi avaliada usando o conjunto padrao de filtro de fluoresceina,
enquanto a coloragdo com IP foi avaliada usando o conjunto padréo de filtros de
rodamina. Foram analisados 200 espermatozoides por amostra.

A atividade mitocondrial dos espermatozoides foi avaliada por meio da incubacéo
de 20uL de cada amostra descongelada com 20uL de 3,3’-diaminobenzidine (DAB)
(Sigma-Aldrich®, Brasil, Ltda) 1mg/mL de fosfato salino tamponado (PBS) a 37°C, por
60 minutos na auséncia de luz. Apds incubacédo, foram feitos esfregacos, os quais foram
fixados em formaldeido a 10% por 10 minutos, lavados em agua destilada e secados ao
ar sob protecéo de luz. Em microscépio de interferéncia diferencial de fase (Olympus®,
Téquio, Japdo), sob aumento de 1.000 vezes, 200 espermatozoides por lamina foram
avaliados e classificados segundo Hrudka (1987), de acordo com a deposicéo do corante
na peca intermediaria em: classe I (pe¢a intermediaria totalmente corada); classe I1 (>50%
da peca intermediaria corada); classe I1I (<50% da peca intermediaria corada) e classe IV
(auséncia de coloracdo da peca intermediaria).

Para analise da compactacdo da cromatina espermatica utilizou-se o protocolo de
Beletti e Mello (2004). Foram confeccionados esfregacos com uma aliquota de cada

palheta descongelada, ap6s secagem em temperatura ambiente, os esfregagos foram
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fixados em solugéo Carnoys durante 1 minuto e, em seguida, em etanol 70%, durante 3
minutos. Realizou-se uma hidrolise com &cido cloridrico 4N por 15 minutos, lavagem em
agua destilada e secagem em temperatura ambiente. Para coloracdo dos esfregacos uma
gota de solucdo do corante azul de toluidina a 0,025% em tamp&o Mcllvaine, pH 4,0, foi
depositada entre ldmina e laminula (Mello, 1982). Foram avaliados 500 espermatozoides
por lamina em microscopia de luz, sob objetiva de imersé&o de 1000 vezes e classificados
qguanto: cromatina integra (regido da cabeca corada em azul claro); cromatina
fragmentada (regido da cabeca corada em azul escuro ou violeta). Todos os testes foram
realizados pelo mesmo observador e avaliados subjetivamente.

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os dados foram
avaliados quanto a normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk. As varidveis que
apresentaram distribuicdo normal foram analisadas por ANOVA e o Teste de Regressédo
e os dados ndo-paramétricos foram avaliados pelo teste Kruskal Wallis a 5% de
significancia. Foi utilizado o programa SPSS versédo 23 (1989 — 2015).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferenca para motilidade espermatica progressiva (51,48+7,81%)

(P=0,238) e vigor espermatico (2,10+0,64) (P=0,976) pds-descongelamento, avaliados

em microscopia de contraste de fase, entre os tratamentos e entre 0s tempos cinco e
180min, com média inicial e final de 69,25+5,95% e 1,00+7,75%; para motilidade e de

2,60£0,54 e 0,10+0,17; para vigor, em teste de termorresisténcia lento (Tab. 1).

Tabela 1 - Motilidade espermatica progressiva e vigor espermatico pos-descongelamento

no Teste de termorresisténcia lento (TTR) do sémen de caprinos criopreservado com

niveis de acido docosahexaenoico (DHA) no diluidor

Parametros

Niveis de DHA ng.mL*

0(C) 30 45 60 TOTAL

Sémen fresco

Mot pds-desc.

TTR Mot 5'
TTR Mot 60'

TTR Mot 120’
TTR Mot 180"

Sémen fresco
Vig po6s-desc.
TTR Vig 5'
TTR Vig 60'

TTR Vig 120"

TTR Vig 1801

Motilidade Espermatica Progressiva (%)

86,00+3,16 86,00+3,16 86,00+3,16 86,00+3,16 86,00+3,16
48,00+9,18 52,77+7,54 53,50+7,47 51,66+7,07 51,48+7,81
71,00+4,18 71,00+8,94 66,00+4,18 69,00+6,51 69,25+5,95

44,00+£14,31 46,00+8,21 46,00 8,94 50,00+6,12 46,50+9,40

18,20+16,54 22+13,03 23,00+£12,04  20,00+10,60 20,75+13,05

1,00+8,00: 1,00+5,00: 1,00+5,001 1,00+13,00! 1,007,751
Vigor Espermatico (0 a 5)

3,85+0,24 3,85+0,24 3,85+0,24 3,85+0,24 3,85+0,24
2,00+0,74 2,16+0,55 2,05+0,68 2,22+0,61 2,10+0,64
2,60+0,74 2,50+0,61 2,60 £0,41 2,90+0,41 2,60+0,54
1,40+0,74 1,60+0,54 1,50+0,35 1,80+0,57 1,50+0,55
0,10+0,65* 0,50+ 0,45* 0,50+0,45* 0,50+0,45? 0,40+0,50*
0,10+ 0,30* 0,10+0,05* 0,10+0,05¢ 0,10+0,30* 0,10+0,17*

C= Controle; TTR = Teste de Termorresisténcia; Mot = Motilidade espermatica; Vig= Vigor espermatico. Os dados foram analisados
por ANOVA e Anélise de Regressdo e para dados ndo-paramétricos o teste Kruskal Wallis a 5% de significancia. Os dados referem-
se as médiastdesvio padréo e (1) refere-se a medianatamplitude interquartil. Ndo houve diferenca estatistica (P>0,05).

Os

resultados de motilidade e vigor espermatico poOs-descongelamento

apresentam-se dentro dos parametros preconizados pelo CBRA (2013) para sémen
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caprino criopreservado, sendo motilidade espermatica progressiva igual ou superior a
30% e vigor espermatico igual ou superior a 2,0; apos descongelamento.

Os niveis de DHA adicionados ao meio diluidor Tris-Gema ndo alteraram a
resisténcia espermatica, pois nao foram eficientes em promover maiores valores de
motilidade e vigor espermético pos-descongelamento ou durante o TTR, quando
comparados ao tratamento controle. Foi utilizado uma fonte purificada de DHA, a qual
as concentracdes utilizadas como suplemento ao meio diluidor seminal podem ter sido
inferiores as necessarias para fornecer melhor protecdo aos espermatozoides e maior
fluidez da membrana por meio da sua incorporagao.

Segundo Ansari et al. (2012) a adi¢do de 10ng mL™ de uma fonte de 6mega 3,
como precursora de DHA, adicionada ao meio diluidor seminal de caprinos melhorou a
motilidade espermatica devido a sua incorporacdo a membrana plasmatica das células, a
qual promoveu protecdo aos espermatozoides frente ao processo de criopreservagdo. No
entanto, Kaka et al. (2015) encontraram melhores valores para motilidade e vigor
espermatico trabalhando com uma dose mais baixa, 5ng.mL* de uma fonte de 6mega 3
adicionado ao diluidor seminal de bovinos.

N&o houve diferenca para os parametros de cinética espermatica avaliados por
meio do CASA (P>0,05) (Tab. 2).

Tabela 2 - Valores de cinética espermatica avaliada no sistema computadorizado de
analise do movimento espermatico - CASA do sémen de caprinos criopreservado com

niveis de acido docosahexaenoico (DHA) no diluidor

Niveis de DHA (ng.mL™)

Pardmetros
0(C) 30 45 60 TOTAL
MT (%)* 80,50+19,25* 81,90+19,75'  78,80+8,95! 75,50+21,30 79,17+17,31'
MP (%) 14,11+5,39 14,14+5,05 13,58+6,17 14,36+6,31 14,04+5,73
VCL (um/s) 58,08+8,14 60,04+6,28 56,15+2,72 61,0448,29 58,82+6,35
VSL (um/s) 22,46+4,07 22,81+3,17 21,68+3,57 23,02+3,71 22,49+3,63
VAP (um/s) 34,6245,79 35,93+4,80 33,28+2,28 36,88+5,24 35,17+4,52
LIN (%) 38,74+4,97 38,03+4,20 40,01+8,24 37,9845,76 38,69+5,79
STR (%) 65,00+5,98 63,64+6,23 64,64+7,34 62,68+7,04 63,99+6,64
WOB (%) 59,47+2,82 59,75+2,56 59,11+3,74 60,40+2,87 59,68+2,99

C= Controle; MT= Motilidade Total; MP= Motilidade Progressiva; VCL= Velocidade Curvilinear; VSL= Velocidade Linear
Progressiva; VAP= Velocidade de Trajeto; LIN= Linearidade; STR= Retilinearidade; WOB= indice de Oscilacdo ou Wobble
(VAP/VCL) x 100. Os dados foram analisados por ANOVA e Analise de Regresséo a 5% de significancia. 1= Os dados referem-se
as MedianatAmplitude interquartil. Os dados referem-se as médiastdesvio padrdo. N&o houve diferenca estatistica (P>0,05).
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Para motilidade total foi encontrado valor médio de 79,17+17,31% (P=0,824),
resultados semelhantes foram encontrados por Soares et al. (2011), com sémen
criopreservado de caprino com meio a base de Tris-Gema com média para MT de
77,22+18,56% e 26,26+12,21%, para MP. Valores abaixo destes foram encontrados por
Oliveira et al. (2011), utilizando um meio a base de Tris-Gema para criopreservacao de
sémen caprino com média de 54,6+£16,3% para MT. No entanto, 0s mesmos autores
encontraram uma média de 30, 9+£12,5% para MP, valores superiores ao presente estudo
com média de 14,04+5,73% (P= 0,988). Segundo Sundaraman e Edwin (2006), o
processo de criopreservacdo do sémen caprino tem um efeito deletério sobre as
motilidades total e progressiva e sobre a velocidade de trajeto.

Os valores de velocidade curvilinear (VCL), velocidade linear progressiva (VSL)
e velocidade de trajeto (VAP) foram respectivamente, 58,82+6,35um/s (P=0,862);
22,49+3,63um/s (P=0,959); 35,17+4,52um/s (P=0,845). Dorado et al. (2009), avaliando
a cinética espermatica de ejaculados caprinos com motilidade total < 91% apo6s
criopreservagao obtiveram valores de VCL de 126,35um/s, VSL de 81,61um/s e VAP de
92,36um/s.

Verstegen et al. (2002), na tentativa de correlacionar os parametros do CASA com
a taxa de fertilizacdo, verificaram que os valores de VAP, VSL e VCL séo
significativamente maiores em amostras que produzem mais de 50% de od0citos
fertilizados do que naquelas em que a taxa de fertilizacdo de odcito é menor que 50%.
Esses dados corroboram com os encontrados por Cox et al. (2006) constataram haver alta
correlacdo entre os valores da velocidade curvilinear, da velocidade média da trajetéria e
da velocidade em linha reta com a eficiéncia de migracdo dos espermatozoides de
caprinos das racas Saanen, Britsh Alpine e Boer através do muco cervical.

A linearidade espermatica € outra variavel gerada pelo sistema CASA que parece
ter correlacdo com a fertilidade (Verstegen et al., 2002), no presente estudo a média para
linearidade foi de 38,69+5,79% (P=0,899). Em caprinos espermatozoides com velocidade
eficiente na migracdo do muco cervical in vitro apresentam linearidade >50% (Cox et al.,
2006).

Os baixos percentuais dos parametros gerados pelo CASA encontrados neste
estudo podem estar relacionados a possiveis desequilibrios entre as espécies reativas de

oxigénio (ROS) e a concentracdo de antioxidante durante o processo de congelamento, o
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qual pode ter comprometido a fisiologia e a viabilidade das células espermaéticas
(Apriokur, 2013).

De acordo com Amann e Katz (2004), os dados obtidos pelo sistema CASA
permitem a deteccdo de subitas mudancas na cinética espermatica e, dessa forma,
melhoram a avaliacdo do uso de novos processos de criopreservacéo, refrigeracdo, bem
como de sémen fresco em relacdo aos tratamentos laboratoriais, como diluidores,
crioprotetores e outros processos. Por isso, tem sido sugerido que os procedimentos de
congelamento e descongelamento reduzem a cinematica dos espermatozoides caprinos,
mensurados objetivamente por métodos computadorizados (Dorado et al., 2005;
Sundaraman e Edwin, 2005; Dorado et al., 2007).

N&o houve diferenca para o teste de integridade funcional de membrana (HOST)
do sémen de caprinos criopreservado com niveis de DHA no diluidor, apresentando
médias de 69,66+9,76% (P=0,441) para espermatozoides reativos e 30,01+8,66% para
ndo reativos (P=0,660) (Tab. 3) (Fig. 1). Machado et al. (2018), utilizando um meio
diluidor a base de Citrato-Gema enriquecido com niveis de Oleo de peixe para

criopreservacao de sémen caprino também ndo obtiveram melhora no teste hiposmotico.

Figura 1 - Espermatozoides de caprinos submetidos ao Teste Hiposmotico.1 - Membrana
plasmaética integra; 2 — Membrana plasmaética lesionada

Fonte: Arquivo pessoal

No entanto, Abdi-Benemar et al. (2015), também utilizando em seu estudo, o 6leo
de peixe como fonte de DHA nas concentragdes de 0,15; 0,30; 0,459 e 150uM de vitamina
E diretamente no diluente para criopreservar o sémen de reprodutores ovinos, obtiveram
melhores resultados suplementando até o nivel de 0,30g de dleo de peixe para integridade
de membrana plasmaética (50,74+0,92%).
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Tabela 3 -Teste Hiposmdtico do sémen de caprinos criopreservado com niveis de 4cido
docosahexaenoico (DHA) no diluidor

Niveis de acido docosahexaenoico (DHA) (ngmL1)

HOST (%)
0(C) 30 45 60 Total
Reativos 67,45¢7,01  71,10¢864  68,00£12,05 72,10+11,34  69,66+9,76
N3o reativos 32,55¢7,06  28,90+864  30,40+8,86  28,55+10,09  30,01+8,66

C= Controle; HOST=Teste de Hiposmético. Os dados foram analisados por ANOVA e Analise de Regressio a 5% de significancia.
Os dados referem-se as médias+desvio padrio. N&o houve diferenca estatistica (P>0,05).

A presenca de DHA na membrana espermética aumenta a tolerancia criogénica e
mantém as propriedades fisioldgicas da bicamada lipidica (Kaka et al., 2015). No entanto
a combinacdo de DHA com a vitamina E no presente estudo ndo foram eficazes em
proporcionar maior crioresisténcia ao sémen caprino.

Isso pode ser justificado devido a baixa concentracdo do DHA na membrana
plasmatica do espermatozoide ap6s o descongelamento. Towhide et al. (2013) avaliaram
a incorporacao de uma fonte de dmega 3 no diluidor de sémen ovino e observaram que
houve incorporacdo do DHA no sémen antes do congelamento, no entanto apds o
descongelamento houve uma reducdo significativa na concentragcdo. Segundo 0 mesmo
autor, em decorréncia da producao excessiva de ROS durante a criopreservacao.

N&o houve diferenca para o teste de integridade de membrana plasmatica e
acrossomal avaliados por meio das sondas diacetato de 6-carboxifluoresceina/iodeto de
propideo (CFDA/IP) do sémen de caprinos criopreservados com niveis de DHA no
diluidor, apresentando médias de 29,86+7,57% (P=0,622) para espermatozoides integros,
48,39+7,95% (P=0,317) para lesados e 21,74+7,46% (P=0,854) para semilesados
(P=0,635) (Tab. 4) (Fig. 2).

Tabela 4 - Resultados das andlises pds descongelamento referentes a integridade de

membrana plasmatica e acrossomal, ap6s avaliacdo pela epifluorescéncia CFDA/IP

Niveis de DHA (ngmL™)

(%)

0 (C) 30 45 60 TOTAL
integro 30,82+7,71 32,8848,21  28,70+10,75  27,05+8,39 29,86+7,57
Lesado 46,50+9,68 44,77+8,75 51,05+6,45 51,27+6,94 48,39+7,95
Semilesado 22,72%956  22,33+x10,61  20,25+8,19 21,66+8,50 21,74+7,46

C= Controle. Os dados foram analisados por ANOVA e Anélise de Regressdo a 5% de significancia. Os dados referem-se as
médiastdesvio padrdo. Nao houve diferenca estatistica (P>0,05).
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Figura 2 — Espermatozoides de caprinos submetidos ao Teste de integridade de membrana
plasméatica e acrossomal por meio de epifluorescéncia CFDA/IP 1 — Membrana
plasmatica e acrossomal integra; 2 — Membrana plasmatica e acrossomal lesionada; 3 —

Membrana plasmaética lesionada e acrossomal integra

Fonte: Arquivo pessoal

Quando o CFDA é associado ao IP, trés populacdes de células podem ser
identificadas, como descrito por Harrison e Vickers (1990): vivas, se coram em verde;
mortas, em vermelho e uma terceira populagéo se cora com ambos, acrossomo em verde
e nucleo em vermelho e séo consideradas lesadas com acrossomo intacto. Os achados
deste estudo sdo semelhantes ao de Del Valle et al. (2013), utilizando niveis de 6leos
vegetais (6leo de coco ou 6leo de palma) no diluidor de sémen ovino, ndo encontraram
diferenca para a integridade de membrana plasmatica e acrossomal, analisadas por meio
das sondas FITC-PNA/PI através de citometria de fluxo.

Segundo Towhide et al. (2013), 99% do conteido de DHA esta presente na cauda
do espermatozoide e ndo na cabeca. O que pode justificar a auséncia de resultados em
termos de melhora nos danos a membrana acrossomal neste estudo.

Os beneficios da incorporacdo do DHA sdo refletidos principalmente com o
aumento da motilidade dos espermatozoides através do aumento da fluidez da membrana
(Ansari et al., 2012). Por outro lado, o aumento do PUFAs leva a uma maior
susceptibilidade a peroxidacdo lipidica causando modificagdes na membrana plasmatica
do espermatozoide durante o processo de criopreservacdo (Bucak et al., 2010). Nesse

sentido, o sistema antioxidante exerce um papel importante no equilibrio entre a presenca
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de ROS e a funcéo antioxidante. Assim, um nivel mais elevado de antioxidante pode ser
benéfico quando altas concentragdes de PUFAs sdo utilizadas.

N&o houve diferenca para o teste de atividade mitocondrial nas classes I, 11, Il e
IV (P>0,05) do sémen de caprinos criopreservado com niveis DHA no diluidor,
apresentando médias de: 72,75+9,81 (P=0,358); 10,93+4,64 (P=0,130); 9,8315,11
(P=0,859) e 6,46x7,25% (P=0,745), respectivamente (Tab. 5) (Fig. 3).

Figura 3 — Espermatozoides de caprinos corados com 3,3’- diaminobenzidine (DAB) para

avaliacdo da atividade mitocondrial. 1 - classe I; 2 - classe I1; 3 - classe 1lI; 4 - classe IV

Fonte: Arquivo pessoal

Tabela 5 - Teste de atividade mitocondrial do sémen de caprinos criopreservado com
niveis de acido docosahexaenoico (DHA) no diluidor

L Niveis de DHA (ngmLt)
Mitocdndria (%)

0(C) 30 45 60 TOTAL
Classe | 70,85+6,06 73,44+14,64 76,95+9,08 69,77+9,48 72,75+9,81
Classe Il 11,70+2,88 10,33+6,45 8,65+4,27 13,05+4,99 10,93+4,64
Classe Il 9,90+4,31 9,77+6,19 8,80+4,24 10,88+5,73 9,8345,11
Classe IV 7,55+6,33 6,44+7,18 5,60+5,56 6,27+9,96 6,46+7,25

Classe I = pega intermediaria totalmente corada; Classe II= >50% da peca intermediaria corada; Classe III= < 50% da peca
intermediéria corada e Classe I\V=auséncia de coloragdo da peca intermediaria. C= Controle. Os dados foram analisados por ANOVA
e Analise de Regressdo a 5% de significancia. Os dados referem-se as médiastdesvio padrédo. (*). Nao houve diferenga significativa
(P>0,05).

O potencial mitocondrial tem uma forte correlacdo com o potencial energético da
célula e com a motilidade, logo esta correlacionado com a fertilidade (Tsakmakidis et al.,
2010). Estes dados corroboram com os achados por Hemachand e Shaha (2003) e Marco-
Jiménez et al. (2006), trabalhando com espermatozoides caprinos, relataram haver
relacdo entre o padrdo de coloracdo da sonda fluorescente JC-1 e a motilidade
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espermatica. Segundo Cavalcante et al. (2005), ap6s o descongelamento o indice de
atividade citoquimica para racas Boer e Alpina, foram respectivamente, 66,00 e 67,25%,
presumindo que mais da metade das mitocondrias estao ativas nos espermatozoides apds
0 descongelamento, o que é compativel para suportar o percentual de motilidade
espermatica quando avaliada ap06s a descongelacéo.

N&o houve diferenca para a analise da compactagdo da cromatina (P>0,05) do
sémen de caprinos criopreservado com niveis de DHA no diluidor, apresentando médias
de 96,87+4,37% (P=0,574) para cromatina integra e 2,95%+2,40% (P=0,635) para
cromatina fragmentada (Tab. 6). Esses dados mostram que o protocolo de criopreservagédo
e o diluente utilizado independente da inclusdo de DHA neste estudo foi eficiente e ndo
promoveu danos ao DNA. Visto que, de acordo com Kamimura et al. (2010), para o
sémen caprino antes de passar pelo processo de crioprevacao a média de fragmentacéo de
cromatina é de 1,54+0,16%.

Tabela 6 - Analise da compactacdo da cromatina espermatica do sémen de caprinos

criopreservado com niveis de acido docosahexaenoico (DHA) no diluidor

Niveis de DHA (ngmL™)

Cromatina (%)

0(C) 30 45 60 TOTAL
integra 96,20+4,20'  97,20+2,80'  97,30+6,60'  96,80+3,90'  96,87+4,37%
Fragmentada 2,62+2,11 3,66+2,28 2,86+3,05 2,66+2,19 2,95%2,40

C= Controle. Os dados foram analisados através do teste ndo-paramétricos Kruskal Wallis a 5% de significancia. Os dados referem-
se a (*) medianatamplitude interquartil. Nao houve diferenca estatistica (P>0,05).

Bustlner et al. (2015) avaliaram o efeito da taxa de congelamento na morfologia
do sémen caprino e na integridade do DNA. Os autores afirmaram que embora taxas de
motilidade e integridade acrossomal nos grupos tenham sido semelhantes (P> 0,05),
motilidade espermatica e integridade acrossomal foram progressivamente reduzidos pelo
processo de congelamento-descongelamento (P <0,05). No entanto ndo houve diferenca
significativa entre os estagios de congelamento em termos de fragmentacdo do DNA.
Segundo Maia et al. (2009), o processo de criopreservacao acarreta em estresse oxidativo
a célula espermatica, entretanto a adicdo de antioxidantes aos meios de congelacdo e
refrigeracdo de sémen ajuda a proteger o espermatozoide contra o dano induzido pelos
radicais livres, pois em altas concentra¢fes sdo prejudiciais as funcgdes celulares, podendo

danificar todos os tipos de biomoléculas, incluindo DNA, proteinas e lipidios.
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CONCLUSAO

Conclui-se que a inclusdo de até 60ngmL™ de acido docosahexaenoico no meio
diluidor ndo promoveu melhora nos parametros de qualidade seminal de caprinos pos-

descongelamento, no entanto a sua toxicidade ndo foi constatada.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A inclusdo de até 60ng.mL* de acido docosahexaenoico e 0,4mmol de
alfa-tocoferol no meio diluidor para criopreservacdo de sémen caprino nao
promoveu melhora nos parametros de qualidade seminal pos-descongelamento,
no entanto a sua toxicidade n&o foi constatada. Contudo, iSso demonstra a
importancia de novos estudos com o intuito de avaliar o papel dos acidos graxos
poli-insaturados na manutencdo e melhora da qualidade do sémen

criopreservado de caprinos.
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ANEXOS
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ANEXO A

SOLUCAO HIPOOSMOTICA (100mOsmol/Kg-1) (REVELL; MRODE, 1994)

FrULOSE .. e 99
(OF 1 (7= (0 (1Yo 1o |70 JR T 4,99
AQUA ESHIAOA. ........ccuiieeceiieeeceieeiece e 1000mL
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ANEXO B
SOLUCAO CARNOYS
(Manual de técnicas em Histologia e Biologia Celular do Laboratério de Biologia

Celular da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo — USP, 2002)

Solugédo 3:1 (100mL)

ALCOOL L1000, 75
mL
ACIHO ACEBTICO .. evveeee ettt e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e eeans 25

mL
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ANEXO C

PREPARACAO DA SOLUCAO TAMPAO DE MCILVAINE (fosfato citrato)
(FRADE, V.M.F. 2011)

Para a preparacdo da solucdo tampado de Mcllvaine, foram preparadas
inicialmente duas solucdes distintas, sendo uma de fosfato de sédio dibasico, e
outra de acido citrico.

A solucdo aquosa de fosfato de sodio dibasico (Na2PO4) foi preparada na
concentracdo de 0,05 M, e para tal dissolveu-se uma massa de 8,907g de
Na2P0O4 em llitro de agua destilada, sendo verificado, por meio do pHmetro, até
a solugéo possuir um pH de aproximadamente 9.

A solucado aquosa de acido citrico (C6H807) foi preparada na concentracdo de
0,05 M, e para tal dissolveu-se uma massa correspondente a 10,504g de
C6H807 em 1 litro de a4gua destilada, sendo verificado, por meio do pHmetro,
até a solucao possuir um pH de aproximadamente 2.

Partindo-se de uma das solu¢des citadas acima como base, adicionou-se aos
poucos a outra solucéo, até que atingisse o pH desejado, no caso 4,0, o qual foi

detectado por meio do pHmetro.
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ANEXO D

Solucgdes de estoque para a utilizagéo na técnica de fluorescéncia para avaliacdo
de integridade estrutural de membrana.

Solucéo estoque lodeto de Propidio (IP)
[0deto de Propidio ...........eeiiiiieiiiiiiiieiee e 10mg
SOIUGEO FISIOIOQICA ..o 20mL

Solucéo estoque Diacetato de Carboxifluoresceina (CFDA)
Diacetato de CarboXiflUOrE€SCEING ........cveveiiieeeeie e 9,2mg
DIMELISUIFOXIAO ... .vvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e annnnnnnnnnne 20mL

Solucéo estoque de Formaldeido
FOrMaliNa 4020 ......oeeeeeiiiie e e e e 1mL

o] (W o= To 0 K] To] (oo [ oF= VSRR 79mL

Solucéo estoque de Citrato de Sodio
(O] 171 (o 0 {30 To [ o T 39
SOIUGEO FISIOIOQICA ..o 100mL
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ANEXO E

Solucéo de Trabalho para coloracéo de fluorescéncia CFDA/IP

Solugdo de Citrato de SOI0 3%0........cocuuuviiiieieieeee e
Solucdo de Formaldeido ..........coeeeiieiiiiieic e
Solucédo de lodeto de Propidio .........ccouvvuieiiiiiiceeieeeeieie e

Solugdo de Carboxifluoresceina...........cc.uueeeeiiiiiiiiiiiiie e
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ANEXO F

3,3’-diaminobenzidine (DAB) 1mg/mL de fosfato salino tamponado (PBS)

Solucédo tampéo de fosfato de potassio-hidratado de sédio pH 7,4.

Solugéo para 100 mL
NAOH O, 1M oo r e e e eaeees 0,49
o P S @ T 0 50 1,360869g
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ANEXO G

NORMAS PARA ELABORACAO DA DISSERTACAO DO PROGRAMA DE
MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL
ITENS EXIGIDOS

PARTE EXTERNA
CAPA | Obrigatério
PARTE INTERNA — ELEMENTOS PRE-TEXTUAIS
FOLHA DE ROSTO
TITULO/RESUMO/PALAVRAS CHAVE
TITLE/ABSTRACT/KEYWORDS
LISTA DE ABREVIATURAS, FIGURAS, QUADROS E/QU| Opcional
TABELAS
SUMARIO Obrigatério
PARTE INTERNA — ELEMENTOS TEXTUAIS
INTRODUGAQ
HIPOTESE
OBJETIVOS (GERAL E ESPECIFICOS)
REVISAQ DE LITERATURA
MATERIAL E METODOS
RESULTADOS ESPERADOS
PARTE INTERNA — ELEMENTOS POS-TEXTUAIS
REFERENCIAS
APENDICES
ITENS EXIGIDOS
CRONOGRAMA
ORCAMENTO
IMPACTO CIENTIFICO
INFORMACOES COMPLEMENTARES Opcional

Obrigatodrio

Obrigatodrio

Obrigatdrio
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ANEXO H

Normas para publicacé@o no periddico cientifico do Arquivo Brasileiro de Medicina

Veterinaria e Zootecnia.

INSTRUCOES AOS AUTORES

Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia

(Brazilian Journal of Veterinary and Animal Sciences)

Politica editorial

O Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia , ISSN 1678-4162 (on-
line), é editado pela FEPMVZ Editora, CNPJ: 16.629.388 / 0001-24, e destina-se
a publicacdo de artigos cientificos. artigos sobre os temas da medicina
veterinaria, pecuaria, tecnologia e inspecdo de produtos de origem animal,
aguicultura e areas afins.

Os artigos enviados para publicacdo sdo submetidos a aprovagcdo do Corpo
Editorial, com a ajuda de especialistas da area (relatores). Os artigos que
precisam de revisdo ou correcdes serdo devolvidos aos autores. Os aceitos para
publicacdo tornam-se propriedade do Arg. Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (ABMVZ), citado como Arg. Bras. Med. Veterinario. Zootec. Os autores
sdo responsaveis pelos conceitos e informacfes contidos nos artigos. E
obrigatério que sejam originais, exclusivos e destinados exclusivamente a
ABMVZ.

Reproducéo de artigos publicados

A reproducdo de qualquer artigo publicado € permitida desde que seja
propriedade referenciada. Os resultados podem nao ser usados comercialmente.
A submissao e protocolo dos artigos é feita exclusivamente online, no endereco
< http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo >.

Copias ndo serdo fornecidas. Os artigos estédo disponiveis no seguinte endereco:

www.scielo.br/abmvz

Diretrizes Gerais
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» Toda a protocolizacdo de artigos é feita exclusivamente pelo sistema de
publicacéo online Scielo - ScholarOne, em

http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo, sendo necessario

cadastro no site.

= Leia “STEP A PASSO - SISTEMA DE SUBMISSAO DE ARTIGOS
ATRAVES DA SCHOLARONE”

» Toda a comunicacao entre os diversos autores no processo de avaliagéo
e publicacdo (autores, revisores e editores) seré feita exclusivamente em
formato eletronico através do Sistema, sendo o0 autor automaticamente
informado, via e-mail, de qualquer alteracédo no status do artigo.

» Figuras, figuras e desenhos devem ser inseridos no texto e, quando
solicitados pela equipe editorial, devem ser enviados separadamente, em
arquivo jpg em alta resolucéo (pelo menos 300dpi), zipados, inseridos em
“Figura ou Imagem”.

= E de exclusiva responsabilidade de quem envia o artigo certificar que os
autores estéo cientes e concordam com a inclusdo de seus nomes na
submisséo.

= A ABMVZ se comunicara eletronicamente com o autor do ensino sobre
sua participacdo no artigo. Se pelo menos um autor ndo concordar com
sua participagdo como autor, o artigo sera considerado uma renuncia de

um autor e o protocolo sera encerrado.

Comité de ética

E obrigatdrio anexar uma copia em pdf do Certificado de aprovacdo do projeto
de pesquisa que originou o artigo, emitido pelo CEUA (Comité de Etica no Uso
de Animais - Comité de Etica para o Uso de Animais) em sua instituicdo, de
acordo com a Lei 11.794. / 2008. O documento deve ser anexado ao “Comité de
Etica”. Esclarecemos que o numero do Certificado de Aprovacdo deve ser

mencionado na secdo Material e Métodos.

Tipos de artigos aceitos para publicagéo


http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo
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Artigo cientifico

Este € um relatério completo de um trabalho experimental. Baseia-se na
premissa de que os resultados sao posteriores ao planejamento da pesquisa.
SecOes de texto: Titulo (Portugués e Inglés), Autores e Afiliagdo (somente na
“Pagina de Titulo - etapa 6), Resumo, Resumo, Introducdo, Material e Métodos,
Resultados, Discussdo (ou Resultados e Discussao), Conclusdes,
Agradecimentos (quando aplicavel) e Referéncias.

O numero de paginas ndo deve exceder 15, incluindo tabelas, figuras e
referéncias.

O numero de referéncias ndo deve exceder 30.

Relato de caso
Contemplando principalmente as areas médicas onde o resultado antecede o

interesse em sua divulgacao ou a ocorréncia dos resultados ndo € planejada.

Sec0Oes de texto: Titulo (Portugués e Inglés), Autores e Afiliagdo (somente na
“Pagina de Titulo” etapa 6), Resumo, Resumo, Introducdo, Casuistica,
Discussdo e Conclusdes (quando pertinente), Agradecimentos (quando
aplicavel) e Referéncias.

O numero de paginas nao deve exceder 10, incluindo tabelas e figuras.

O numero de referéncias ndo deve exceder 12.

Comunicacéo

Um breve relato de resultados parciais de um trabalho experimental, digno de
publicacdo, embora insuficiente ou ndo consistente o suficiente para constituir
um artigo cientifico.

O texto, com titulo em portugués e inglés, Autores e Afiliacdo (Somente na
“Pagina de Titulo”, etapa 6) deve ser compacto, sem distingdo de sec¢des de texto
especificadas para “artigo cientifico”, embora deva seguir essa ordem. Quando
a comunicacgao é escrita em portugués, deve conter um resumo, e quando escrita
em inglés deve conter um resumo.

O numero de paginas nao deve exceder 8, incluindo tabelas e figuras.



62

O numero de referéncias ndo deve exceder 12.

Elaboracéo de textos para publicacéo

Os artigos devem ser escritos em portugués ou inglés, de maneira impessoal.

Formatacao de texto

O texto NAO deve conter subitens em nenhuma secéo e deve ser apresentado
no Microsoft Word e anexado como “Documento principal”, em formato A4, com
margem de 3cm (superior, inferior, esquerda e direita), em Fonte Times New
Roman, tamanho 12 e espacamento 1,5 em todas as paginas e secdes do artigo
(do titulo até as referéncias), com linhas numeradas .

N&o use notas de rodapé. As referéncias a empresas e produtos, por exemplo,
devem aparecer entre parénteses no corpo do texto, na seguinte ordem: nome

do produto, substancia, empresa e pais.

Secdes de um artigo

Titulo. Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e nédo
ultrapassar 50 palavras.

Autores e Afiliacdo. Os nomes dos autores sao colocados abaixo do titulo, com
identificacéo da instituicdo a que pertencem. O autor correspondente e seu email
devem ser indicados com e asterisco, somente na “Pagina de titulo” (etapa 6) no
Word.

Resumo e Abstract. Deve ser o mesmo apresentado no cadastro, com até 200
palavras e um paragrafo. N&o repita o texto e ndo adicione reviséo de literatura.
Incluir os principais resultados numéricos, mencionando-os sem explicacao,
guando aplicavel. Cada sentenca deve conter uma informacéo completa.
Palavras-chave e palavras-chave. Até cinco e pelo menos dois *.

* na submissdo use somente a palavra-chave (etapa 2) e no corpo do artigo
mencione a palavra-chave (inglés) e palavra-chave (portugués),

independentemente do idioma em que o artigo € submetido.
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Introducéo. Breve explicagcdo em que o problema, sua pertinéncia e relevancia,
e 0s objetivos do trabalho sdo estabelecidos. Deve conter poucas referéncias,
suficientes para defini-lo.

Material e Métodos. Mencione o desenho experimental, o material envolvido, a
descricdo dos métodos utilizados ou faca corretamente referéncia aos métodos
ja publicados. No trabalho que envolve animais e / ou organismos geneticamente
modificados deve haver o numero do Certificado de Aprovacdo CEUA. (verificar
o item do Comité de Etica).

Resultados. Apresentar os resultados encontrados de forma clara e objetiva.
Tabela. Grupo de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Use
linhas horizontais nos cabecalhos de separacéo e no final da tabela. O titulo da
tabela recebe a palavra Tabela, seguida de um numeral e periodo arabico (ex.:
Tabela 1.). No texto, a tabela deve ser chamada de Tab, seguida de um periodo
e um numero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando se refere a varias tabelas
(ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentado com espacamento simples e uma fonte
abaixo do tamanho 12 (o menor tamanho aceito € 8). A legenda da tabela deve
conter apenas aquilo que € indispensavel para seu entendimento. As tabelas
devem ser inseridas no corpo do texto, preferencialmente ap6s a primeira
citacao.

Figura. Qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos: desenho, figura,
grafico, fluxograma, esquema, etc. A legenda inicialmente recebe a palavra
Figura, seguida do numeral e periodo ardbico (ex.: Figura 1.) e é referida na
figura. texto como Fig seguido por um periodo e o nimero da ordem (ex.: Fig.1),
mesmo quando se refere a mais de um valor (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de serem
inseridos no texto, as fotos e imagens devem ser enviadas em alta resolucao jpg,
em arquivo zipado, anexado no campo correto na tela de submisséo para registro
do artigo. As figuras devem ser inseridas no corpo do texto, preferencialmente
apos a primeira citacao.

Nota: Toda tabela e / ou figura ja publicada deve conter, abaixo da legenda,
informacdes referentes a fonte (autor, autorizacdo de uso, data) e a referéncia

correspondente deve constar nas Referéncias.
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Discusséo. Discuta apenas os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As se¢cbes
Resultados e Discussao podem ser apresentadas como uma de acordo com a
preferéncia do autor, sem prejuizo das partes).

Conclusdes. As conclusdes devem ser apoiadas pelos resultados da pesquisa
realizada e apresentadas de forma objetiva, SEM revisdo de literatura,
discusséo, repeticdo de resultados ou especulacao.

Agradecimentos. Opcional. Deve ser expresso brevemente.

Referéncias. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética,
preferindo artigos publicados em revistas nacionais e internacionais, e
indexados. Livros e teses devem ser referenciados o minimo possivel, e somente
quando indispensaveis. As normas gerais da ABNT sdo adotadas, adaptadas
para ABMVZ conforme os exemplos abaixo:

Como referénciar:

1. Citagdes no texto

A indicacdo da fonte entre parénteses vem antes da citacdo para evitar
interrupcdes na sequéncia do texto, conforme os exemplos:

Autor unico: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuéario ..., 1987/88) ou Anuério ...
(1987/88)

Dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974)

Mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979)

Mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al. (1979) ou
(Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em ordem cronoldgica
ascendente, e ordem alfabética dos artigos para artigos do mesmo ano.

Citacao de uma citacao. Todo esforco deve ser feito para consultar o documento
original. Em situacBes excepcionais, a reproducao de informacdes ja citadas por
outros autores pode ser reproduzida. No texto, cite o sobrenome do autor do
documento ndo consultado com o ano de publicacdo, seguido da expressao
citada e do ultimo nome do autor e ano do documento consultado. Nas

Referéncias apenas a fonte consultada deve ser mencionada.
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Comunicacao pessoal. Estas ndo fazem parte das Referéncias. A citacdo deve
incluir o sobrenome do autor, a data da comunicacédo e o0 nome da instituicdo a

qual o autor esté vinculado.

2. Periodicos (até 4 autores, citam todos eles. Mais de 4 autores, citam 3 autores
e outros):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, JA; REEVES, WC; HARDY, JL Estudos sobre imunidade a
alfavirus em potros. Sou. J. Vet. Res., V.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, JA; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia geral del
canino. Nao. Med. Veterinario., n.1, p. 13-20, 1984.

3. Publicacado Unica (até 4 autores, cite todos eles. Mais de 4 autores, cite 3
autores e outros):

DUNNE, HW (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.
LOPES, CAM; MORENO, G. Aspectos bacteriolégicos de ostras, mariscos e
mexilhdes. Em: CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14.,
1974, Sao Paulo. Anais ... Sdo Paulo: [sn] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, CC Infecciones por clostridios. Em: DUNNE, HW (Ed). Enfermedades
del cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-415.

Exigéncias nutricionais de suinos. 6.ed. Washington: Academia Nacional de
Ciéncias, 1968. 69p.

SOUZA, CFA Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de carne em
bovinos de corte. 1999. 44f. Dissertacdo de Mestrado em Medicina Veterinaria -
Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

4. Documentos eletrénicos (até 4 autores, citam todos eles. Mais de 4 autores,
cite 3 autores e outros):

QUALIDADE alimentos de animais para um mercado global. Washington:
Associacdo Americana de Medicina Veterinaria, 1995. Disponivel em: < http: //

www. org / critcal6.htm >. Acessado em: 27 abr. 2000.
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JONHNSON, T. Os povos indigenas sdo agora mais cambiantes, organizados.
Miami Herald, 1994. Disponivel em: < http://www.summit.fiu.edu/ MiamiHerld-

Summit-RelatedArticles / >. Acessado em: 5 dez. 1994.

Taxas de submisséo e publicacéo

SOMENTE PARA ARTIGOS NACIONAIS

Taxa de inscri¢cdo: A taxa de inscricdo € de R $ 60,00, e deve ser paga atraves
de boleto bancario emitido pelo sistema eletrébnico Conveniar
http://conveniar.fepmvz.com.br/eventos/#servicos (€ necessario para completar
um registraion). Somente artigos com uma taxa de envio paga seréo avaliados.
Se a taxa ndo for paga em até 30 dias, ela sera considerada renuncia do autor.
Taxa de publicacdo: A taxa de publicacdo é de R $ 150,00, por ritmo, apos a
prova final do artigo. A taxa de publicacdo deve ser paga através de deposito
bancario, e os dados seréo informados quando o artigo for aprovado.

OBS.: Quando a informacéo da nota fiscal for diferente da informacéo do autor
do contato, um e-mail deve ser enviado para abmvz.artigop@abmvz.org.br

comunicando tal necessidade.

SOMENTE PARA ARTIGOS INTERNACIONAIS

Taxa de submisséo e publicacdo. A taxa de publicacdo é de US $ 100,00 (cem
dolares) por pagina e US $ 50,00 (cinquenta dolares) para submissdo do
manuscrito e sera cobrada do autor correspondente na prova final do artigo. A
taxa de publicacdo deve ser paga através de boleto bancéario emitido pelo
sistema eletrénico de submisséao de artigos. Ao solicitar o boleto bancario, o autor

informaréa os dados a serem incluidos na emissao da fatura.

Recursos e diligéncias

Se 0 autor enviar a resposta as diligéncias solicitadas pela ABMVZ, ou a um
documento de recurso, devera ser anexado no Word, no item “Justificativa”
(etapa 6), e também devera ser enviado via email, a cargo do Comité Editorial,

para abmvz.artigo@abmvz.org.br .
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Se o artigo nao for aceito, o autor pode desejar enviar um recurso, e isso deve

ser feito por e-mail, em abmvz.artigp@abmvz.org.br .
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