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CRIOPRESERVACAO DE SEMEN CAPRINO COM INCLUSAO DE
OLEO DE LINHACA DOURADA (Linum usitatissimum L.) NO
DILUIDOR

Autora: Mérole Souza Ferreira da Silva

Orientadora: Dra. Larissa Pires Barbosa

RESUMO: O estudo teve como objetivo avaliar o efeito da inclusdo de o6leo de
linhaca dourada no diluidor para criopreservacdo de sémen caprino. Foram
utilizados quatro machos da raca Anglo Nubiana, com idade média de 4,25+1,19
anos e peso médio de 59,75+7,94Kg, criados em sistema semi-intensivo. Coletas
de sémen foram realizadas duas vezes por semana, pelo método de vagina
artificial, utilizando-se uma fémea estrogenizada como manequim. Os ejaculados
foram avaliados quantos aos aspectos fisicos e morfolégicos para formacao de
um “pool”’, sendo fracionados em cinco tratamentos (T): T1 (controle negativo):
diluidor Citrato-gema; T2 (controle positivo): Citrato-gema + 1% de lauril sulfato de
sédio e T3, T4 e T5: Citrato-gema + 1% de lauril sulfato de sddio, acrescido de
0,13g; 0,299 e 0,459 de 6leo de linhaca dourada, respectivamente. O sémen foi
criopreservado em maquina de congelacdo TK 3000® utilizando a curva para
caprinos (P4S2) e descongelado a 37°C por 30 segundos. Foram realizadas
avaliacdes fisicas do sémen pos-descongelacédo e os testes complementares de
termorresisténcia (TTR) por 180 minutos, teste hiposmotico (HO), avaliacdo da
integridade acrossomal, da atividade mitocondrial e andlise da compactacédo da
cromatina espermatica. Os dados foram avaliados por Analise de Regressédo a
5% de significancia. Nao houve diferenca para os parametros avaliados (P>0,05).
Desta forma, a inclusdo de até 0,45g de Oleo de linhaca no diluidor para
criopreservacao de sémen caprino ndo melhorou a viabilidade espermatica apoés a
criopreservacdo, por isso, sendo desnecessaria a sua utilizacdo nas

concentracOes avaliadas.

Palavras-chave: reproducéo, espermatozoide, 6mega 3, acido alfa-linolénico



GOAT SEMEN CRYOPRESERVATION WITH GOLDEN LINSEED
(Linum usitatissimum L.) OIL INCLUSION IN EXTENDER

Author: Mérole Souza Ferreira da Silva

Adviser: Dr2 Larissa Pires Barbosa

ABSTRACT: The study aimed to evaluate the effect of inclusion of golden
flaxseed oil in extender for goat semen cryopreservation. Four males of Anglo
Nubian were used with an average age of 4.25 £+ 1.19 years and average weight of
59.75 = 7.94Kg, created in semi-intensive system. Semen samples were taken
twice a week, by the method of artificial vagina, using a estrogenized female as
mannequin. The ejaculates were evaluated about the physical and morphological
aspects to forming a “pool”, fractionated in five treatments (T): T1 (negative control
): extender citrate-yolk; T2 (positive control): yolk-citrate + 1% sodium lauryl sulfate
and T3, T4 and T5: yolk-citrate + 1% sodium lauryl sulfate plus 0.13 g; 0.29 g and
0.45 g of golden flaxseed oil, respectively. Semen was cryopreserved in freezing
machine TK 3000® using the curve to caprines (P4S2) and thawed at 37 ° C for
30 seconds. They were conducted physical evaluations of post-thaw semen and
supplementary tests of heat resistance (TTR) for 180 minutes, hyposmotic test
(HO), assessment of acrosome integrity, evaluation of mitochondrial activity and
analysis of the spermatic chromatin compaction. The data were evaluated by
Regression at 5% significance. There was no difference for the evaluated
parameters (P> 0.05). In this way, the inclusion of up to 0.45 g of linseed oil in the
caprine semen cryopreservation diluter has not improved spermatic viability after

cryopreservation, therefore, it is unnecessary use in the concentrations evaluated.

Key-words: reproduction, sperm, omega 3, alpha-linolenic acid



INTRODUCAO

Muitos estudos tém sido desenvolvidos para aprimorar o processo de
criopreservacao seminal na espécie caprina e assim alavancar a utilizacdo desses
animais nos programas de inseminagéo artificial (IA), fecundagéo in vitro (FIV),
entre outros (DORADO et al., 2009; KUCUK et al., 2014). Com a finalidade de
atenuar as injurias causadas aos espermatozoides, os meios diluidores seminais
tornaram-se foco de pesquisas. Desta forma, diferentes substancias tém sido
adicionadas aos meios no intuito de garantir protecdo maxima as células
espermaticas (FARSHAD et al., 2009; MEMON et al., 2012; KULAKSIZ et al.,
2013).

Acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) tém sido cada vez mais estudados
como suplemento, diferentes fontes ja foram avaliadas, incluindo 6leos vegetais.
De forma geral, os resultados obtidos com essa adicdo mostram maior qualidade
esperméatica pos-descongelacdo por meio de alteracdes na composicao lipidica
das membranas dos espermatozoides (ANSARI et al., 2012; SANTOS, 2013).

Dentre os Oleos vegetais utilizados com objetivo de melhorar os processos
reprodutivos, tem-se o Oleo de linhaca. A semente do linho, ou linhaca, € um
alimento funcional, ou seja, quando ingerida de forma adequada proporciona
multiplos efeitos benéficos ao organismo (AMIN; THAKUR, 2014), ela apresenta
uma complexa composicao, € a maior fonte vegetal de acido linolénico e também
possui alto teor de acido linoleico (Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos,
2011). Diversas pesquisas apontam os beneficios da utilizacdo dessa semente,
entre eles estdo os efeitos desses acidos graxos sobre a reproducdo de fémeas
(NAZIR, et al., 2013) e machos (MOURVAKI, et al., 2010).

De acordo com Souza (2013) a suplementacdo oral de caprinos com
semente de linhaga aumentou a concentracdo e qualidade espermatica do sémen

fresco, e melhorou a resisténcia dos espermatozoides ap0s descongelagéo.
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Contudo, a adicdo do 6leo de linhaga a meios diluidores para criopreservagao de
sémen ainda nao foi estudada. Diante disso, o presente estudo teve como
objetivo avaliar o efeito da inclusdo de 6leo de linhagca dourada no diluidor para

criopreservacdo de sémen caprino.



REVISAO DE LITERATURA

Criopreservacgéo e diluidores seminais

O aperfeicoamento da criopreservacdo seminal tem evoluido
progressivamente desde a descoberta do potencial crioprotetor do glicerol por
Polge et al. (1949), esta técnica € de suma importancia para as demais
biotecnologias da reproducédo, pois permite que o sémen coletado seja
armazenado a baixas temperaturas e utilizado posteriormente para diversos fins,
como na inseminacdo artificial (IA), multiplas ovulacdes e transferéncia de
embrides (MOTE) e na producdo de embrides in vitro (PIV) (Konyali et al., 2013;
Maia, 2014).

A criopreservacao seminal € essencial para pesquisa, pois contribui para um
aumento na producdo de animais de alto valor genético; conservagao de espécies
em extincdo, com a formacdo dos bancos de germoplasma; producdo e
conservacdo de animais transgénicos; entre outras finalidades (Barbas;
Mascarenhas, 2009).

O processo de congelacdo do sémen consiste na inibicdo do metabolismo
celular por meio da reducdo da temperatura, desidratagdo e consequente
congelacéo da célula (Barbas; Mascarenhas, 2009), que pode ser feito utilizando
método manual ou automatizado (Ferreira et al., 2009).

O processo de criopreservacdo utilizando maquinas de congelacao
automatizadas permite o controle sobre as taxas de decréscimo da temperatura
por meio da utilizacdo de curvas padronizadas para as espécies, corroborando
para obtencdo de maior qualidade espermética apds descongelagédo, além de
permitir que um maior numero de palhetas sejam processadas por vez,
contribuindo para o avango nas pesquisas na area de reproducédo animal (Purdy,
2006; Ferreira et al., 2009; Maia, 2010).
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Em ambos os processos, manual ou automatizado, estudos mostram que
ocorre estresse celular (Purdy, 2006; Watson, 2000), que reflete na redugéo da
qualidade espermatica nas diversas espécies, incluindo a caprina (Nordstoga et
al., 2011).

Mesmo com o aperfeicoamento ao longo de anos de pesquisas, a
criopreservacdo causa danos irreversiveis as células, como a reducdo da
motilidade espermatica progressiva e consequentemente do vigor espermatico
apos descongelacdo; mudancas na estrutura da bicamada lipidica, causando
aumento da permeabilidade da membrana plasmatica; maior namero de
patologias; lesbes na membrana acrossomal ou ainda desprendimento total do
acrossoma; fragmentacdo do DNA espermatico, entre outros prejuizos que
causam modificacbes no metabolismo celular (Watson, 2000; Barbas;
Mascarenhas, 2009; Dorado et al., 2009; Kugik et al., 2014).

Para reduzir os efeitos das crioinjurias as células esperméticas,
possibilitando a reversdao do metabolismo celular eficaz apdés o processo de
congelacédo/descongelacao, é necessario que o sémen receba subsidios por meio
de diluidores que mantenham a viabilidade espermatica ap6s a descongelacdo
(Watson, 2000; Purdy, 2006; Roof et al.,, 2012). No decorrer dos anos muitos
pesquisadores contribuiram para elaboracdo de diferentes diluidores seminais
visando proporcionar um ambiente adequado aos espermatozoides durante o
armazenamento e protecdo frente ao processo de criopreservagédo, prologando
assim, a fertilidade dessas células (Mara et al., 2007; Bispo et al., 2011; Kigik et
al., 2014).

As principais finalidades dos diluidores seminais sdo: fornecer energia aos
espermatozoides; proteger as células espermaticas durante a manipulacdo das
variagdes de temperatura; manter o pH adequado; inibir o crescimento bacteriano
e associado a taxas lentas de decréscimo de temperatura, possibilitar que as
células percam agua por osmose, inibindo a formacgéo de grandes cristais de gelo
intracelulares, fornecendo assim, condigbes favoraveis para que as células
permanecam com qualidade e viabilidade ap0s o processo de congelacdo e
descongelacdo (Watson, 2000; Silva; Guerra, 2011).

Para que desempenhem essas fungbes, os meios diluidores devem ser
compostos por uma fonte de energia, como a glicose ou a frutose; substancias

tampdo, como Tris ou citrato de soédio; crioprotetores ndo penetrantes



5

(extracelulares), como a gema de ovo ou o leite desnatado; crioprotetores
penetrantes (intracelulares), como o glicerol e o etilenoglicol e substancias
antibioticas, sendo as mais utilizadas, estreptomicina, penicilina e gentamicina
(Barbas; Mascarenhas, 2009; Gibbons, 2002).

Para sémen caprino, entre 0s meios mais estudados e utilizados no
processo de criopreservacao, estdo: Tris-gema (Bispo et al., 2011; Matos-Brito et
al., 2013), Citrato-gema (Bispo et al., 2011; Matos-Brito et al., 2013), diluidores a
base de leite desnatado (Dorado et al., 2010; Kiguk et al., 2014), a base de soja,
como a versao comercial Bioxcell® (Roof et al.,2012; Penitente-Filho et al., 2014),
a base de agua de coco, comercialmente vendido como o ACP-101® (Oliveira et
al., 2011), entre outros.

Contudo, segundo Maia (2014), as taxas de concepcdo obtidas utilizando
sémen caprino criopreservado ainda ndo sado satisfatérias, com isso muitas
pesquisas continuam sendo desenvolvidas para aperfeicoar os diluidores e assim
melhorar a qualidade e viabilidade seminal pés-descongelacdo (Naing et al.,
2010; Ansari et al., 2012).

Para aprimorar os meios utilizados para diluicdo seminal, substancias
antioxidantes (Memon et al.,, 2012; Penitente-Filho et al., 2014; Shafiei et al.,
2015), carboidratos (Naing et al., 2010; Quan et al., 2012), crioprotetores (Farshad
et al., 2009; Kulaksiz et al., 2013; Buyukleblebici et al., 2014), entre outros
componentes, tém sido alvos de diversos estudos.

Pesquisas tém relacionado a composicdo lipidica da membrana
espermatica, a qual € rica em acidos graxos poli-insaturados (PUFAs), com o
sucesso da criopreservacao (Towhidi et al., 2013; Kaka et al., 2015). Desta forma,
fontes de acidos graxos também estdo sendo adicionadas aos meios visando a
incorporagdo desses a membrana dos espermatozoides, tornando-a mais
resistente frente ao processo de congelacao/descongelacéo (Ansari et al., 2012,
Towhidi et al., 2013; Kaka et al., 2015).

Ja foram adicionadas fontes lipidicas aos meios diluidores de bovinos
(Towhidi; Parks; 2012; Kaka et al., 2015), ovinos (Towhidi et al., 2013) e os
resultados mostram melhora da qualidade espermatica pos-descongelacdo. Em
sémen caprino, a adicdo de uma fonte de acidos graxos poli-insaturados tipo

O6mega 3 ao meio diluidor, aumentou a viabilidade espermatica pOs-
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descongelacdo por meio de alteragcbes na composicdo lipidica das membranas
(Ansari et al., 2012).

A inclusdo de o6leo de peixe ao diluidor seminal como fonte de PUFAs, foi
estudada por Kaeoket et al. (2010), que encontraram maior motilidade progressiva
e maior integridade acrossomal, ou seja, maior viabilidade espermatica apds
criopreservacdo de sémen suino. Abdi-Benemar et al. (2015), além de obterem
maior qualidade espermatica nos testes in vitro, encontraram maiores taxas de
concepcao por meio da inseminacao artificial de ovelhas, utilizando sémen ovino
criopreservado em diluidor acrescido de 6leo de peixe.

Fontes vegetais de lipidios também tém sido utilizadas. Del Valle et al.
(2013) ndo encontraram diferencas apos descongelacdo sobre a viabilidade
espermatica de ovinos com a inclusdo de Oleo de coco e 6leo de palma ao
diluidor. No entanto, Santos (2013) obteve maior motilidade espermética
progressiva apds criopreservacdo ao adicionar 4% de 6leo de coco ao meio
diluidor seminal de caprinos. Contudo, torna-se indispensavel a realizacdo de
pesquisas para determinar a melhor fonte a ser utilizada e um nivel étimo de

suplementacao dos meios diluidores.

Linhaca e seus efeitos na qualidade seminal

Segundo Bernacchia et al. (2014), o linho (Linum usitatissimum L.) é nativo
das regides do oriente do Mediterraneo, ocidente da Asia, Oriente Médio e india.
A semente de linhaca é originaria do linho, uma planta herbacea anual,
pertencente a familia Lineacea, que atinge até 1,30m de altura, produz frutos em
forma de capsulas arredondadas onde séo produzidas as sementes oleaginosas,
gue apresentam variedades, sendo as mais conhecidas a marrom e a dourada
(Novello; Pollonio, 2011; Bernacchia et al., 2014).

A principal diferenga entre as variedades da semente de linhaga nédo se
encontra na sua composicdo, mas na forma em que a planta é cultivada, ou seja,
local de plantio, clima e utilizacdo de agrotoxicos. A producdo das sementes
marrons é feita em locais quentes e Umidos, enquanto que as douradas em locais
frios e essas séo cultivadas de forma organica, enquanto que na producéao das
sementes marrons sdo utilizados agrotoxicos. As condicbes de estocagem

também podem alterar a cor das sementes (Novello; Pollonio, 2011).
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O linho é utilizado na confecgéo de tecidos, por meio da fabricagcéo de fibra
téxtil, as sementes sdo muito utilizadas na culinaria, delas sdo produzidas farinhas
e 0 Oleo de linhaca, o qual também € utilizado na producéo de tintas para pintura
e impressédo, na industria de sabao, entre outros (Bernacchia et al., 2014; Novello;
Pollonio, 2011). Contudo, diante de sua complexa composicao, varias pesquisas
vém sendo desenvolvidas ao longo dos anos, para avaliar os efeitos da linhaga no
organismo (Serraino et al., 1992; Rickard et al., 2000; Mucci et al., 2015).

Conforme a Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (2011), as
sementes de linhaca contém em média: 6,7% de umidade; 495kcal ou 2072kJ de
energia; 14,1g de proteina; 32,3g de lipideos; 43,3g de carboidratos; 33,59 de
fibra alimentar; 3,7g de cinzas; 211mg de calcio; 347mg de magnésio; 2,81mg de
manganés; 615mg de fosforo; 4,7mg de ferro; 9mg de sddio; 869mg de potassio;
1,09mg de cobre; 4,4mg de zinco; 0,12mg de tiamina e 0,13mg de piroxidina por
100g de parte comestivel.

A composicdo de acidos graxos € de 4,2g de saturados; 7,1g de mono-
insaturados; 25,39 de poli-insaturados; 0,03g de acido miristico ou tetradecandico
(14:0); 2,49g de &cido palmitico ou hexadecanodico (16:0); 1,62g de acido
estearico ou octadecandico (18:0); 0,06g de acido araquidico ou eicosandico
(20:0); 0,04g de &cido lignocérico ou tetracosandico (24:0); 0,03g de acido
palmitoléico ou hexadecendico (16:1); 7,06g de acido oleico ou octadecendico
(18:1); 0,049 de acido gadoléico ou eicosendico (20:1); 5,429 de acido linoleico ou
octadecadiendico (18:2 n-6) e 19,81g de &cido linolénico ou octadecatriendico
(18:3 n-3) por 100g de parte comestivel de semente de linhaca (Tabela Brasileira
de Composicéo de Alimentos, 2011).

Segundo Amin; Thakur (2014), a linhaca é um alimento funcional, pois além
de fornecer diversos nutrientes, quando consumida de forma adequada,
proporciona inimeros beneficios a saude. Estudos mostram diversos efeitos
biolégicos da linhaca, como: atividade anti-inflamatéria (Singh et al., 2008);
antioxidante (Hu et al., 2007); anticancerigena (Truan et al.,, 2010); atua na
regulacdo do sistema digestorio (Palla; Gilani, 2015); no controle glicémico
(Hutchins et al., 2013); na reducédo das taxas de colesterol (Fukumitsu et al.,
2010); mantem a atividade cerebral saudavel (Mucci et al., 2015); um bom

funcionamento do coracdo com a reducdo da pressédo sanguinea (Leyva et al.,
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2011) e também atua nos processos reprodutivos, tanto em machos (Mourvaki, et
al., 2010) quanto em fémeas (Nazir, et al., 2013).

Nas diversas espécies domésticas, a membrana dos espermatozoides
contem altos niveis de PUFAs, como o acido docosahexaenoico (DHA) (Brinsko
et al.,, 2005; Moraes et al., 2010), o que confere fluidez a membrana, maior
motilidade espermética progressiva e consequentemente maior viabilidade
seminal (Towhidi; Parks; 2012; Kaka et al., 2015). Com isso, muitas pesquisas
tém avaliado a inclusdo da linhaca na dieta de machos, por essa ser rica em
PUFAs, sendo a maior fonte vegetal de &acido linolénico, o qual é precursor do
DHA (Bernacchia et al.,, 2014; Mourvaki, et al., 2010; Tabela Brasileira de
Composicdo de Alimentos, 2011).

Mourvaki et al. (2010) concluiram que a adicdo de semente de linhaca na
dieta de coelhos melhorou a qualidade espermatica, por meio da incorporacao de
acidos graxos a membrana dos espermatozoides. Em pesquisa com equinos,
Schmid-Lausigk; Aurich (2014) observaram uma atenuacdo na perda da
motilidade e integridade espermatica apds resfriamento seminal com a adi¢do de
Oleo de linhaca na dieta.

Moallem et al. (2015) obtiveram maior motilidade espermética de bovinos
suplementados com 6leo de linhaca apds o processo de criopreservacdo e uma
maior proporcdo de DHA na membrana das células espermaticas. De forma
semelhante, Bongalhardo et al. (2009), em pesquisa com inclusdo de diferentes
fontes de lipideos na dieta de galos, concluiram que a linhaca pode substituir o
6leo de peixe como fonte de PUFASs, promovendo alteracdes no perfil lipidico das
membranas dos espermatozoides.

Gopinger et al. (2012) avaliaram o efeito da inclusdo de 6leo de linhaca na
dieta de codornas macho e concluiram que o aumento da motilidade espermatica
e a porcentagem de espermatozoides normais foi proporcional ao aumento dos
niveis de 6leo na dieta. Souza (2013), ao suplementar a dieta de caprinos com
semente de linhaca obteve sémen com maior concentracdo e qualidade
espermatica, e maior resisténcia dos espermatozoides apos descongelacéo.

Todavia, pesquisas que relacionem qualidade seminal com a inclusdo de
Oleo de linhaca diretamente aos meios diluidores sé@o inexistentes, com isso,
torna-se vidvel a realizacdo de estudos que avaliem os efeitos dessa

suplementacao.



Anélises esperméticas pds-descongelacéo

O processo de criopreservacao pode causar danos irreversiveis as células
(Watson, 2000; Purdy, 2006; Barbas; Mascarenhas, 2009). Com isso, antes da
utilizacdo seminal em programas de reproducdo assistida, avaliacbes da
qualidade e viabilidade espermatica pds-descongelacdo sdo imprescindiveis
(Arruda et al., 2011; Silva; Guerra, 2012).

A avaliacdo da motilidade espermatica progressiva e do vigor espermatico
pos-descongelacdo € utilizada subjetivamente para predizer a viabilidade
espermética, no entanto somente essas avaliacdes sdo insuficientes diante da
complexidade da célula espermética (Siqueira et al. 2007). Com isso, faz-se
necessaria a utilizacao de testes complementares que possam avaliar com maior
acuracia o potencial fecundante das células, nesse sentido, muitos métodos ja
foram desenvolvidos ao longo de anos de pesquisas (Batista; Guerra, 2010;
Arruda et al., 2011).

O Teste de Termorresisténcia (TTR) é capaz de avaliar a longevidade dos
espermatozoides in vitro, supondo-se que 0s espermatozoides estariam no
aparelho reprodutor da fémea (Santos et al., 2006; Castilho et al., 2009). O TTR
foi proposto primeiramente por Dimitropoulos, em 1967, para avaliacdo do sémen
bovino pds-descongelacdo, posteriormente esse método foi adaptado para
demais espécies. O teste consiste no acondicionamento das amostras seminais,
cobertas por 6leo mineral, em microtubos de polietileno e incubac¢do em banho-
maria sob temperatura pré-estabelecida e por um periodo de tempo determinado,
avaliando-se a motilidade progressiva e o vigor espermatico (Santos et al., 2006;
Barros et al., 2013).

A temperatura e o periodo de incubacdo variam de acordo com a espécie
estudada, segundo as recomendacfes do Manual Para Exame Androlégico do
CBRA (1998), o sémen caprino deve ser descongelado e mantido em banho-
maria a 37°C e ap6s 5 minutos de incubacdo a motilidade e o vigor espermatico
nao devem ser inferiores a 30% e 2, respectivamente. Amostras que apresentem
valores inferiores aos recomendados ndo sédo consideradas aptas para serem
utilizadas nos programas de reproducéo.

Santos et al. (2006) concluiram que o TTR deve ser um procedimento de
rotina nos laboratérios de manipulagdo de sémen caprino, pois esse teste é

eficiente em predizer a longevidade do sémen apds descongelacdo. Segundo
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Arruda et al. (1992), ha correlacéo positiva entre a motilidade espermatica obtida
durante o TTR e as taxas de prenhez de fémeas bovinas. Luz et al. (2000), em
pesquisa com sémen ovino criopreservado, afirmaram que ha correlacdo entre a
porcentagem de espermatozoides moveis durante o TTR e as taxas de
fecundacdo obtidas por meio da inseminagdo laparoscépica, mas que O0s
resultados encontrados nesse teste devem ser complementados com mais
variaveis laboratoriais, com técnicas que avaliem a integridade das células
espermaticas, para estimar com maior precisdo a capacidade fecundante do
sémen.

A integridade da membrana espermatica € de suma importancia para que
haja hiperativacdo da motilidade, capacitacdo espermatica e reacdo acrossomal,
culminando na fecundacdo do odcito (Emerick et al.,, 2011). Assim, torna-se
indispensavel a utilizacdo de testes que avaliem sua viabilidade funcional (Arruda
et al., 2011). Ha varios métodos com essa finalidade na literatura (Arruda et al.,
2011), o Teste Hiposmoético (HO) ou “Hypoosmotic Swelling Test” (HOST) avalia a
integridade e funcionalidade da membrana espermética e foi sugerido por
Jeyendran et al. (1984) para espermatozoides humanos, contudo, estudos
mostram que essa técnica vem sendo utilizada para diversas espécies, como:
bovinos (Martins et al., 2011); equinos (Melo et al., 2005); ovinos (Santos et al.,
2015); caninos (Acipreste et al., 2014) e também caprinos (Oliveira et al., 2013).

O HO é um procedimento de facil realizacao e interpretacédo, e consiste na
incubagédo da amostra seminal em banho-maria a 37°C com uma solucao
hiposmotica por tempo determinado. A osmolaridade da solucdo utilizada e o
tempo de exposicdo da amostra variam entre os pesquisadores e dependendo da
espécie (Oliveira et al., 2013; Acipreste et al., 2014; Santos et al., 2015).

A célula espermética ao ser submetida a solucdo hiposmética permite, por
osmose, a passagem de agua através da membrana para o seu interior até que
haja o restabelecimento do equilibrio osmotico entre os fluidos dos meios extra e
intracelular. Quando a membrana espermatica esta integra, ocorre aumento do
volume celular (edema) o que provoca alteragbes morfoldégicas nos
espermatozoides, como o enrolamento ou dobramento da cauda, que podem ser
observadas sob microscopia de contraste de fase (Bittencourt et al., 2005; Oliveira

et al.,, 2013). Assim, os espermatozoides devem ser classificados quanto a
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presenca ou ndo de cauda dobrada, ou seja, reativos ou ndo ao HO (Kumi-Diaka,
1993).

Santos et al. (2006), ao avaliar a integridade espermatica de sémen caprino
criopreservado por meio do HO, encontraram média de 39,8+15,0%
espermatozoides reativos para animais adultos e 41,7+14,5% para animais
jovens. Em estudo avaliando concentracdes de gema de ovo no diluidor de sémen
caprino armazenado a 5°C por 24hs, Bispo et al. (2011) obtiveram 42,2+15,7% e
56,2+11,5% de células reativas ao teste, em diluidor com 20% e 2% de gema de
ovo, respectivamente. Buyukleblebici et al. (2014) em pesquisa com adicado de
diferentes crioprotetores ao meio diluidor seminal caprino encontraram meédias
que variaram de 34,3+2,89% a 56,0+2,77% espermatozoides reativos ao HO apés
descongelacdo. O Teste Hiposmético é uma ferramenta complementar
indispensavel como indicativo de fertilidade, por demonstrar de forma simples se
a membrana espermatica esta funcionalmente integra e bioquimicamente ativa
(Emerick et al., 2011; Oliveira et al., 2013).

A avaliacdo da membrana acrossomal € também imprescindivel para tentar
predizer, da forma mais fidedigna possivel, a viabilidade espermética pos-
descongelacdo, pois a integridade dessa organela e a manutencdo do seu
conteudo enzimatico determinam o sucesso da fecundacéo, ou seja, a penetracao
na zona pelacida e fusdo com o oécito (Emerick et al., 2011). Com o
desenvolvimento de vérias pesquisas em qualidade seminal, muitos métodos para
avaliacdo do acrossoma ja foram estudados, estabelecidos e adaptados para as
diferentes espécies, entre eles estdo técnicas de coloracdo simples como:
Vermelho Congo (Cerovsky, 1976); Pope (Pope et al., 1991) e varias sondas
fluorescentes (Silva; Guerra, 2012).

A técnica de coloracdo pelo Vermelho Congo (Cerovsky, 1976) é simples,
acessivel, e permite uma visualizacdo detalhada das patologias de acrossoma por
meio da microscopia de luz (Muradas et al., 2006). Para realizacdo desse teste de
cada amostra seminal descongelada devem ser preparados esfregagos seminais
em laminas de vidro, os quais devem secar ao ar, depois, para coloracdo das
células espermaticas, deve-se imergir as laminas em solu¢cdo aquosa saturada de
vermelho congo por um minuto, lava-las suavemente e seca-las ao ar, em
seguida, os esfregacos devem ser imersos em solugéo aquosa a 0,5% de violeta

genciana por 30 segundos, suavemente lavados e secarem ao ar (CBRA, 2013).
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Para quantificagéo 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).

Contudo, de acordo com Siqueira et al. (2007), somente as avaliacdes
convencionais de motilidade e vigor espermaticos, e o0s testes de
Termorresisténcia, Integridade de Membrana Plasmatica e Acrossomal sao
insuficientes para obtencdo de um progndstico confiavel sobre o potencial
fertilizante das amostras seminais apds congelacdo/descongelacdo. Pesquisas
mostram um aperfeicoamento das técnicas de avaliagdo da qualidade
espermatica com o desenvolvimento de novos métodos de analise seminal a fim
de diminuir a subjetividade e a variabilidade nos resultados dos testes existentes
e, com isso, aprimorar a capacidade de predicdo da fertilidade do sémen apds
criopreservacéao (Batista; Guerra, 2010; Arruda et al., 2011).

As mitocOndrias espermaticas estdo presentes na peca intermediaria da
célula, produzem energia em forma de adenosina trifosfato (ATP) por meio da
fosforilacdo oxidativa, sendo que aproximadamente 90% da energia utilizada
pelos espermatozoides para metabolismo e movimento celular, provem dessas
organelas, com isso, alteracbes no potencial mitocondrial refletem sobre a
motilidade progressiva e vigor espermatico (Camara; Guerra, 2008). Segundo
Batista; Guerra (2010), testes complementares que avaliem a fungcdo mitocondrial
nos espermatozoides tém sido cada vez mais empregados, diferentes sondas
fluorescentes sdo utilizadas, as quais sado transportadas ativamente nas
mitocdndrias que apresentam 0 processo de respiracao ativo e sdo quantificadas
com o auxilio da microscopia de fluorescéncia (Soares et al., 2011). Métodos de
coloracdo simples também sao aplicados, tornando o custo da avaliagdo menor
por permitir a analise sob microscopia de luz, nesse método quanto mais
mitocondrias estiverem ativas, mais coloracdo € visualizada na peca intermediaria
dos espermatozoides (Cavalcante et al., 2005; Silva, 2011).

Umas das técnicas de avaliacdo da atividade mitocondrial espermética € a
coloragao com 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, na pec¢a intermediaria espermatica, com iSso quanto mais

atividade mitocondrial a célula apresentar maior sera a deposicao desse reagente
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e mais coloracdo é emitida por essas organelas (Silva, 2011). Esse método foi
desenvolvido por Hrudka (1987), deve ser realizado na auséncia de luz e consiste
na incubacdo, em propor¢cao de 1:1, da amostra seminal com DAB (1mg/ml de
PBS), em banho-maria a 37°C por 60 minutos, posteriormente sdo preparados
esfregacos os quais devem ser fixados em formaldeido a 10% por 10 minutos, em
seguida lavados e secos ao ar (Silva, 2011; Nogueira, 2015).

Para quantificacdo da atividade mitocondrial avalia-se 200 espermatozoides
por lamina sob microscopia de luz em objetiva de imersédo (100X) e classifica-se
em: Classe | (peca intermediaria totalmente corada); Classe Il (250% da peca
intermediaria corada); Classe lll (< 50% da peca intermediaria corada) e Classe IV
(auséncia de coloracdo da peca intermediaria) (Figura 1) (Hrudka, 1987; Silva,
2011; Nogueira, 2015).
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Figura 1. Espermatozoides caprinos corados com DAB, modificada de Vidigal (2008). 1-
Classe I; 2- Classe IlI; 3- Classe llI; 4- Classe IV.

A cromatina espermatica também tem sido alvo de muitos estudos, pois
alteracdes no material genético podem ndo somente interferir no processo de
fecundacdo, como principalmente no desenvolvimento  embrionario,
impossibilitando o nascimento de um descendente viavel ou transmitindo
mutacdes génicas para proxima geracao, o que reforca a necessidade da analise
da cromatina na avaliacdo do sémen antes da sua utilizagcdo nos programas de
reproducdo assistida, como a inseminacéao artificial (IA) e a fecundacéo in vitro
(FIV) (Beletti, 2013).

Segundo Balhorn (2007), a cromatina espermatica € formada pela juncéo do

DNA (&cido desoxirribonucleico) com protaminas, as quais sdo proteinas histonas
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especializadas, ou nucleoproteinas especificas dos espermatozoides, sendo
responsaveis por conferir ao material genético dessas células alto grau de
compactacdo quando comparado ao das células somaticas. Essa compactacao
pode sofrer alteracbes durante o0 processo de congelacdo/descongelacéo
expondo o DNA espermatico a lesGes irreversiveis (Ismail et al., 2013; Ustiiner et
al., 2015). Existem varios métodos que podem detectar essas alteracbes, como:
COMETA (Ismail et al., 2013); TUNEL (Ustuner et al., 2015); SCSA (Bungum et
al., 2011); Laranja de acridina; Azul de Toluidina (Kamimura et al., 2010), entre
outros.

O teste com o corante azul de toluidina tem sido difundido largamente, por
ser de facil execucéo e vidvel economicamente, ndo sendo necessaria a utilizacédo
de citometria de fluxo ou microscopia de fluorescéncia para analise de possiveis
danos na cromatina (Beletti; Mello, 2004; Kamimura et al.,, 2010). O azul de
toluidina € um corante metacromatico, ou seja, que muda sua tonalidade de
acordo as moléculas a que se liga, assim, se houver lesdes cromatinicas, as
moléculas do corante se ligardo aos grupos fosfatos do DNA, o que esta
diretamente relacionado com a compactacdo da cromatina, por iSso a técnica
também é denominada como metacromasia induzida (Beletti, 2013).

Para realizacdo da técnica criada por Mello (1982), confeccionam-se
esfregacos das amostras seminais, apdés secagem em temperatura ambiente,
deve-se imergir os esfregacos em solucdo Carnoys (etanol e acido acético 3:1)
por 1 minuto e, em seguida, em etanol a 70% por 3 minutos, para fixacdo das
amostras, posteriormente realiza-se uma hidrélise com acido cloridrico 4N durante
15 minutos, lavagem em agua destilada e secagem ao ar. Para coloracdo dos
esfregacos utiliza-se uma gota do corante azul de toluidina em Tamp&o Mc llvaine
a 0,025%, pH 4,0, entre lamina e laminula. Avalia-se 500 espermatozoides por
lamina sob microscopia de luz em objetiva de imersao (100X), classificando-os
conforme compactacdo da cromatina em: integra (cabeca corada em azul claro);
fragmentada (cabeca corada em azul escuro ou violeta) (Figura 2) (Kamimura et
al., 2010).
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2

Figura 2. Espermatozoides corados com azul de toluidina, modificada de Carretero et al.

(2009).1 — Cromatina integra, 2 — Cromatina fragmentada.

Pesquisas sdo desenvolvidas todos os anos buscando aprimorar ou criar
técnicas laboratoriais que avaliem mais caracteristicas dos espermatozoides
fazendo uma correlagcdo com a fertilidade in vivo, com a finalidade de garantir a
utilizacdo de sémen de qualidade apOs o processo de criopreservacao (Arruda et
al., 2011). De acordo com Batista; Guerra (2010), atualmente a associacao de
varias técnicas para avaliacdo seminal in vitro pode promover um progndéstico

mais confiavel da fertilidade in vivo do sémen descongelado de caprinos.
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CAPITULO 1

OLEO DE LINHACA DOURADA (Linum usitatissimum L.) NO DILUIDOR PARA
CRIOPRESERVACAO DE SEMEN CAPRINO!

1Artigo a ser submetido ao comité editorial do periédico cientifico Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterindria e Zootecnia.



[

© 00 N o Uu b~ W N

w W W W W N N N N N N NN N NN P RO R, R R R R
A W N P O O O N O Ul W N P O O 0 N O 0 B W N+ O

26

Oleo de linhaga dourada (Linum usitatissimum L.) no diluidor para

criopreservagao de sémen caprino

Golden flaxseed oil (Linum usitatissimum L.) in extender for cryopreservation of goat

semen
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RESUMO

O estudo teve como objetivo avaliar o efeito da inclusdo de 6leo de linhaca
dourada no diluidor para criopreservacdo de sémen caprino. Foram utilizados
quatro machos da raca Anglo Nubiana, com idade média de 4,25+1,19 anos e
peso médio de 59,75+7,94Kg, criados em sistema semi-intensivo. Coletas de
sémen foram realizadas duas vezes por semana, pelo método de vagina artificial,
utilizando-se uma fémea estrogenizada como manequim. Os ejaculados foram
avaliados guantos aos aspectos fisicos e morfolégicos para formacdo de um
‘pool”, sendo fracionados em cinco tratamentos (T): T1 (controle negativo):
diluidor Citrato-gema; T2 (controle positivo): Citrato-gema + 1% de lauril sulfato de
sédio e T3, T4 e T5: Citrato-gema + 1% de lauril sulfato de sddio, acrescido de
0,13g; 0,299 e 0,45¢g de 6leo de linhaca dourada, respectivamente. O sémen foi
criopreservado em maquina de congelacdo TK 3000® utilizando a curva para
caprinos (P4S2) e descongelado a 37°C por 30 segundos. Foram realizadas
avaliagOes fisicas do sémen pds-descongelagédo e os testes complementares de
termorresisténcia (TTR) por 180 minutos, teste hiposmotico (HO), avaliacdo da
integridade acrossomal, da atividade mitocondrial e analise da compactacdo da
cromatina espermatica. Os dados foram avaliados por Analise de Regresséo a

5% de significancia. Nao houve diferenca para os parametros avaliados (P>0,05).
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Desta forma, a inclusdo de até 0,45g de Oleo de linhaca no diluidor para
criopreservacao de sémen caprino ndo melhorou a viabilidade espermatica apos a
criopreservacdo, por isso, sendo desnecessaria a sua utlizacdo nas

concentracfes avaliadas.

Palavras-chave: reproducéo, espermatozoide, 6mega 3, acido alfa-linolénico
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ABSTRACT

The study aimed to evaluate the effect of inclusion of golden flaxseed oil in
extender for goat semen cryopreservation. Four males of Anglo Nubian were used
with an average age of 4.25 + 1.19 years and average weight of 59.75 £ 7,94Kg,
created in semi-intensive system. Semen samples were taken twice a week, by
the method of artificial vagina, using a estrogenized female as mannequin. The
ejaculates were evaluated about the physical and morphological aspects to
forming a “pool”, fractionated in five treatments (T): T1 (negative control ):
extender citrate-yolk; T2 (positive control): yolk-citrate + 1% sodium lauryl sulfate
and T3, T4 and T5: yolk-citrate + 1% sodium lauryl sulfate plus 0.13 g; 0.29 g and
0.45 g of golden flaxseed oil, respectively. Semen was cryopreserved in freezing
machine TK 3000® using the curve to caprines (P4S2) and thawed at 37 ° C for
30 seconds. They were conducted physical evaluations of post-thaw semen and
supplementary tests of heat resistance (TTR) for 180 minutes, hyposmotic test
(HO), assessment of acrosome integrity, evaluation of mitochondrial activity and
analysis of the spermatic chromatin compaction. The data were evaluated by
Regression at 5% significance. There was no difference for the evaluated
parameters (P> 0.05). In this way, the inclusion of up to 0.45 g of linseed oil in the
caprine semen cryopreservation diluter has not improved spermatic viability after

cryopreservation, therefore, it is unnecessary use in the concentrations evaluated.

Key-words: reproduction, sperm, omega 3, alpha-linolenic acid
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INTRODUCAO

A criopreservacao do sémen caprino € uma ferramenta indispensavel para
otimizar a utilizacdo dessa espécie nos programas de reproducao assistida (Maia,
2014). Diversos estudos tém sido conduzidos para aperfeicoar essa técnica, com
o0 intuito de fornecer subsidios aos espermatozoides para que esses mantenham
a qualidade e viabilidade ap6s o processo (Dorado et al., 2010; Kugik et al.,
2014).

Diluidores seminais s&o utilizados para fornecer energia as células
esperméticas, conferir protecao frente ao decréscimo da temperatura, entre outras
finalidades (Gibbons, 2002). Mesmo com a elaboracdo e aprimoramento de varios
meios diluidores no decorrer de anos de pesquisas, os valores de motilidade
espermética progressiva e vigor esperméatico observados apés descongelacdo do
sémen caprino ainda ndo sdo desejaveis e proporcionam a obtencdo de baixos
indices de concepcéao (Roof et al., 2012; Maia, 2014).

O principal componente da membrana dos espermatozoides séo os lipidios,
a qual é rica em &cidos graxos poli-insaturados (PUFASs), o que a confere fluidez,
sendo essa caracteristica indispensavel para que haja motilidade espermatica e
consequente fertilizacdo do odécito (Brinsko et al., 2005; Ansari et al., 2012). O
processo de congelacdo causa lesbes na membrana plasmatica das células
tornando-as mais susceptiveis ao choque pelo frio (Purdy, 2006; Silva e Guerra,
2011).

Pesquisadores tém suplementado os meios diluidores seminais com fontes
de PUFAs para aumentar a crioresisténcia das células, e os resultados
observados tém sido incorporacdo de acidos graxos a membrana, maior
motilidade e viabilidade espermatica pés-descongelacdo (Ansari et al., 2012;
Towhidi et al.,, 2013; Kaka et al., 2015). Contudo, ainda nao foi determinada a
melhor fonte a ser utilizada, nem o melhor nivel de incluséo.

A linhaga possui alto teor de &cidos graxos, especialmente os acidos
linolénico e linoleico (Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos, 2011).
Estudos mostram os diversos beneficios desses acidos sobre os processos
reprodutivos de fémeas (Nazir, et al., 2013) e machos (Mourvaki et al., 2010). A
suplementacao da dieta de machos com linhaca melhora a qualidade espermética

apos congelacdo/descongelacdo (Moallem et al.,, 2015). No entanto, pesquisas
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que relacionem qualidade espermética apds criopreservacdo com adicdo de
linhaga aos meios diluidores seminais ainda n&o foram realizadas.

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da
inclusdo de 6leo de linhagca dourada no diluidor para criopreservacdo de sémen

caprino.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Setor de Caprinocultura do Centro de Ciéncias
Agrarias, Ambientais e Biologicas (CCAAB) da Universidade Federal do
Recodncavo da Bahia (UFRB), no periodo compreendido entre dezembro de 2014
a janeiro de 2015, na cidade de Cruz das Almas-BA, a qual possui clima quente e
umido (Clima Af de acordo com Kdppen e Geiger), uma temperatura média de
23,0°C e pluviosidade média anual de 1136 mm (Fonte: CLIMATE-DATA.ORG) e
as andalises foram realizadas no Laboratério de Reproducdo Animal da UFRB. O
projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB) com o numero
do processo 23007.006635/2014-60.

Foram utilizados quatro machos adultos da raca Anglo Nubiana, com idade
média de 4,25+1,19 anos e peso médio de 59,75+7,94Kg, com fertilidade
comprovada segundo o preconizado pelo CBRA (2013), os quais foram criados
em sistema semi-intensivo, recebendo agua a vontade, feno de Tifton-85
(Cynodon sp) e mistura concentrada, formulada segundo o NRC (2007),
composta por 85% de farelo de milho, 11% de farelo de soja, 2% de uréia e 2%
de sal mineral.

As coletas de sémen foram realizadas duas vezes por semana, pelo método
de vagina artificial, utilizando-se uma fémea estrogenizada como manequim,
totalizando cinco ejaculados viaveis por animal. Os ejaculados foram
acondicionados em caixa térmica contendo agua a 37°C e transportados ao
laboratorio no periodo de 5 minutos apds a coleta, onde foram acondicionados em
banho-maria a 37°C e avaliados quantos aos aspectos fisicos e morfolégicos:
volume do ejaculado (mL); aspecto seminal (1-3); turbilhonamento espermético (0

a 5); motilidade espermatica progressiva (0 a 100%); vigor espermatico (0 a 5) e
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concentracdo espermatica, que foi mensurada apdés diluicdo de 20uL de sémen
em formol-salina (ANEXO A) pela contagem das células em camara de Neubauer,
com uso de microscopia Optica sob aumento de 400x, segundo o Colégio
Brasileiro de Reproducéo Animal (CBRA, 2013).

Para avaliacdo da morfologia espermética, uma aliquota de 20uL de sémen
foi preservada em formol-salina (ANEXO A) (Hancock, 1956), utilizando-se a
técnica de preparacdo umida sob microscopia de contraste de fase com aumento
de 1.000x sob imersédo, 200 células foram contadas e avaliadas, sendo feita a
proporcao de defeitos maiores, menores e totais, segundo CBRA (2013).

Os ejaculados que apresentaram aspectos fisicos e morfolégicos dentro dos
valores preconizados pelo CBRA (2013) foram reunidos para formacdo de um
“pool”, e fracionados em cinco aliquotas de 200uL, as quais foram diluidas nos
tratamentos (T), os quais tiveram como meio base o diluidor Citrato-gema (Mies
Filho, 1987) (ANEXO B), sendo T1 (controle negativo): diluidor Citrato-gema; T2
(controle positivo): Citrato-gema + 1% de lauril sulfato de sédio e T3, T4 e T5:
Citrato-gema + 1% de lauril sulfato de sodio (Soares et al., 2013), acrescido de
0,13g; 0,299 e 0,45g/100mL de 6leo de linhaca dourada (TIARAJU ®),
respectivamente. A definicdo dos valores de 6leo de linhaca testados teve como
referéncia o estudo realizado por Kaeoket et al. (2010).

A diluicdo final foi feita para obtencdo de uma concentracdo de 100 milhdes
de espermatozoides por dose, utilizando palhetas de 0,25mL. Apds o0 envase as
palhetas foram seladas e seguiram para o processo de criopreservacdo em
magquina de congelacdo TK 3000®, utilizando a curva para caprinos (P4S2) que
consistiu em duas etapas, sendo a primeira referente a curva positiva
(resfriamento a 0,25°C/min até alcancar +5°C iniciando em 32°C) e a segunda a
curva negativa, dividida em duas fases: congelamento a partir de +5°C numa
velocidade 10°C/min e 5°C/min até atingir -120°C. Com o fim do congelamento as
palhetas foram submersas em nitrogénio liquido, acondicionadas em raques e
armazenadas em botijdo criogénico.

ApoOs criopreservacdo uma palheta de cada tratamento foi descongelada a
37°C por 30 segundos, para realizacdo das avaliacdes fisicas do sémen pos-
descongelacdo quanto aos parametros de motilidade espermatica progressiva (0
a 100%) e vigor espermatico (0 a 5), segundo os valores preconizados pelo CBRA

(2013) para sémen criopreservado.
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O sémen foi avaliado pelo Teste de Termorresisténcia (TTR) por 180
minutos. Uma palheta de cada tratamento foi descongelada e o sémen foi
transferido para microtubos de polietileno, previamente aquecidos a mesma
temperatura, e mantidos em banho-maria a 37°C, as amostras foram cobertas
com 6leo mineral, e avaliadas nos tempos 0, 5, 60, 120, 180 minutos quanto a
motilidade espermatica progressiva (0 a 100%) e vigor espermatico (0 a 5).

Para avaliacdo da integridade da membrana plasmatica foi realizado o Teste
Hiposmoético (HO) que consistiu na diluicdo de uma aliquota de 10uL de sémen de
cada palheta descongelada, em 1mL de solucdo hiposmética (100mOsmol/Kg™)
(ANEXO C), e acondicionamento por 30 minutos em banho-maria a 37°C. Para
quantificacdo do HO, 200 células espermaticas foram contadas em microscopia
de contraste de fase com aumento de 1.000 vezes sob imerséo, e classificadas
quanto a presenca ou ndo de cauda dobrada ou enrolada, segundo Kumi-Diaka
(1993). O célculo do nimero de espermatozoides reativos ao HO foi realizado por
meio da formula citada por Melo e Henry (1999) HO% = (% de alteracbes na
regido da cauda apos o HO) — (% de alteracdes na regido da cauda antes do HO).

A avaliacdo da integridade da membrana acrossomal foi realizada pelo
método de Cerovsky (1976), com a coloracéo pelo Vermelho Congo, por meio da
preparacdo de esfregacos seminais com uma aliquota de cada palheta
descongelada (ANEXO D). Sob microscopia de luz com aumento de 1.000X em
imersao, 200 células foram contadas e classificadas como: 1) acrossoma integro;
2) acrossoma irregular; 3) desprendimento parcial do acrossoma; 4)
desprendimento total do acrossoma.

A atividade mitocondrial dos espermatozoides foi avaliada por meio da
incubacado de 20uL de cada amostra descongelada com 20uL de DAB (1mg/mL
de PBS), a 37°C, por 60 minutos na auséncia de luz. Apés incubacao, foram feitos
esfregagos, os quais foram fixados em formaldeido a 10% por 10 minutos,
lavados em agua destilada e secaram ao ar sob protecéo de luz. Em microscopio
de luz, sob aumento de 1.000 vezes, em imersédo, foram avaliados 200
espermatozoides por lamina e classificados segundo Hrudka (1987), de acordo
com a deposicdo do corante na peca intermediaria em: classe | (peca
intermediaria totalmente corada); classe Il (=50% da peca intermediaria corada);
classe lll (= 50% da pega intermediaria corada) e classe IV (auséncia de
coloracdo da peca intermediaria).
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Para analise da compactacdo da cromatina espermética utilizou-se o
protocolo de Beletti e Mello (2004). Foram confeccionados esfregacos com uma
aliquota de cada palheta descongelada, ap0s secagem em temperatura ambiente,
os esfregacos foram fixados em solucdo Carnoys (ANEXO E) durante 1 minuto e,
em seguida, em etanol 70%, durante 3 minutos. Realizou-se uma hidrélise com
acido cloridrico 4N por 15 minutos, lavagem em agua destilada e secagem em
temperatura ambiente. Para coloracdo dos esfregacos uma gota de solucédo do
corante Azul de Toluidina a 0,025% em tampao Mc llvaine, pH 4,0 (ANEXO F), foi
depositada entre lamina e laminula (Mello, 1982). Foram avaliados 500
espermatozoides por lamina em microscopia de luz, sob objetiva de imersao de
100X e classificados quanto: cromatina integra (regido da cabeca corada em azul
claro); cromatina fragmentada (regido da cabeca corada em azul escuro ou
violeta).

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os dados foram
avaliados quanto a normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk. Apenas a
variavel “Classe I” do teste de avaliacdo da atividade mitocondrial apresentou
distribuicdo ndo-paramétrica, sendo realizado o teste Kruskal Wallis, as demais
variaveis apresentaram distribuicdo normal sendo aplicado o Teste de Regresséo

a 5% de significancia. Foi utilizado o programa SPSS versao 21 (1989 — 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&do houve diferenca (P>0,05) entre os tratamentos para motilidade
espermatica progressiva e vigor espermatico pés-descongelacdo (Mot 0’; Vig 0’ -
Tab. 1), com média geral de 49,4+9,6% e 2,52+0,56, respectivamente. Os valores
apresentados por todos os tratamentos atenderam ao preconizado pelo CBRA
(2013) para sémen caprino criopreservado, sendo recomendado por esse
motilidade espermatica progressiva igual ou superior a 30% e vigor espermatico
igual ou superior a 2, apoés descongelacdo. Com isso, observa-se que 0 meio
diluidor utilizado foi eficiente em manter a viabilidade espermatica independente

dos niveis de 0Oleo de linhaca dourada utilizados como suplementos.



273
274
275

276
277
278
279

280
281
282
283
284
285
286
287
288

34

Tabela 1. Motilidade espermatica progressiva e vigor espermatico no Teste de
Termoresisténcia do sémen caprino criopreservado com niveis de 6leo de

linhaca dourada no diluidor

Parametro Niveis de 6leo de linhaca (g)

0 (CN) 0 (CP) 0,13 0,29 0,45
Motilidade (%)
Sémen fresco 77,00£5,70 77,00£5,70 77,00+5,70 77,00£5,70  77,00+5,70
Mot 0’ 44,00£9,61 45,00+£9,35 54,00+8,21 55,00+10,00 49,00+10,83
TTR Mot &’ 47,00+10,95 48,00+10,36 55,00+7,07 53,00+10,36 48,00+8,36
TTR Mot 60' 44,00+11,93 41,00+11,93 47,00+9,08 46,00+12,44 39,00%+7,41
TTR Mot 120' 28,00+20,49 21,60+17,61 23,00+20,84 22,60+14,10 19,00+15,16
TTR Mot 180 9,00+8,21 7,00+10,95 5,10+8,59 7,00+8,36 1,24+2,12
“Vigor (0 a b)
Sémen fresco 3,60+0,22 3,60+0,22 3,60+0,22 3,60+0,22 3,60+0,22
Vig 0’ 2,50+0,50 2,40+0,65 2,60+0,54 2,60+0,41 2,50+0,70
TTR Vig &' 2,50+0,35 2,50+0,50 2,70+0,44 2,70+0,44 2,50+0,50
TTR Vig 60’ 2,20+0,57 1,90+1,02 2,10+0,82 2,10+0,82 2,00+0,93
TTR Vig 120 1,30%0,90 1,08+0,94 1,00£0,70 1,24+0,62 0,72+0,54
TTR Vig 180 0,38+0,39 0,30+0,44 0,22+0,25 0,34+0,42 0,22+0,25

CN= Controle Negativo; CP= Controle Positivo; TTR=Teste de Termoresisténcia; Mot= Motilidade
espermatica; Vig= Vigor espermatico. Os dados foram analisados por Andlise de Regressédo a 5%

de probabilidade. Os dados referem-se as médias * desvio padréo.

No Teste de Termorresisténcia (TTR) também ndo houve diferenca (P>0,05)
entre os tratamentos para motilidade espermética progressiva e vigor
espermatico, nos tempos 5, 60, 120 e 180 minutos (Tab. 1). Contudo, os
resultados mostram que no decorrer do teste a porcentagem de espermatozoides
vivos diminuiu de forma semelhante entre os tratamentos, causando um
decréscimo simultaneo dos valores de motilidade progressiva e vigor espermatico
até o final dos 180 minutos.

O periodo de sobrevivéncia dos espermatozoides incubados in vitro em

condi¢cdes semelhantes as do trato genital das fémeas a serem inseminadas,
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pode predizer a habilidade fertilizante do sémen (Santos et al., 2006). As
amostras analisadas mantiveram potencial fecundante até os 60 minutos do teste
com média geral entre os tratamentos de 43,4+10,56% e 2,06+0,83 para
motilidade progressiva e vigor espermatico, respectivamente, de acordo com 0s
valores preconizados pelo CBRA (2013) para sémen caprino pos-descongelacéo.

Pesquisas tém relacionado os danos causados as membranas e organelas
celulares durante o processo de criopreservacdo com a motilidade espermatica
progressiva e vigor espermatico, devido ao comprometimento do
reestabelecimento do metabolismo celular normal apds descongelacdo (Silva e
Guerra, 2011). A peroxidacéo lipidica, decorrente do estresse causado as células
durante a criopreservacdo, provoca lesfes irreversiveis, as quais alteram a
estrutura e permeabilidade das membranas, o que acarreta em perda da fluidez
sendo esse fator indispensavel para que haja movimento celular e fertilizacdo do
od6cito (Maia e Bicudo, 2009; Towhidi et al., 2013).

Segundo Ansari et al. (2012) a adicdo de 10ng mL™* de uma fonte de 6mega
3 ao meio diluidor seminal de caprinos melhorou a motilidade espermética pés
descongelacdo devido a incorporacdo de &cido docosahexaenoico (DHA) na
membrana das células, o qual promoveu protecdo aos espermatozoides frente a
congelacdo. No entanto, Kaka et al. (2015) encontraram melhores valores para
motilidade e vigor espermatico trabalhando com 5ng mL™ de &cido alfa linolénico
no diluidor seminal de bovinos.

Os niveis de 6leo de linhaca dourada adicionados ao meio diluidor citrato-
gema ndo alteraram a resisténcia espermatica, pois ndo foram eficientes em
promover maiores valores de motilidade espermatica progressiva e vigor
espermatico poés-descongelacdo ou durante o TTR, quando comparados ao
tratamento controle. A linhaca é rica em acidos graxos poli-insaturados (PUFAS),
sendo a maior fonte vegetal de &cido linolénico, o qual € precursor do DHA. As
concentracdes de 0Oleo de linhaga dourada utilizadas como suplemento ao diluidor
seminal podem ter sido inferiores as necessérias para fornecer melhor protecéo
aos espermatozoides e maior fluidez da membrana por meio da incorporacéo de
DHA.

Em estudo com sémen caprino utilizando diluidor & base de agua de coco
em pé (ACP-101c) acrescido de porcentagens de 6leo de coco extravirgem,

Santos (2013) obteve melhores resultados de motilidade esperméatica pos-



323
324
325
326
327
328
329
330
331
332

333
334
335

336

337
338
339

340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352

36

descongelacdo ao adicionar 4% de 6leo de coco ao meio diluidor. Entretanto, Del
Valle et al. (2013) estudando os efeitos de Oleos vegetais sobre a congelabilidade
do sémen de ovinos ndo encontrou diferenca entre o grupo controle e o0s
tratamentos com a inclusdo de 5% de 6leo de coco, 5 e 10% de 6leo de palma, ja
a concentracao de 20% do Oleo de palma teve efeito prejudicial sobre as células
espermaéticas.

N&o houve diferenca (P>0,05) entre os tratamentos para a integridade da
membrana plasmatica (Tab.2). Os resultados obtidos por meio do Teste HO
mostram que a porcentagem média de células reativas foi de 42,5+12,46%, ou
seja, menos de 50% dos espermatozoides de todos os tratamentos apresentaram

membrana plasmatica integra apos congelacdo/descongelacéao.

Tabela 2. Teste Hiposmotico do sémen caprino criopreservado com niveis de 6leo

de linhaca dourada no diluidor

HO (%) Niveis de 6leo de linhaca (g)
0 (CN) 0 (CP) 0,13 0,29 0,45
Reativos 41,30+£8,17 38,70+15,01 47,90+13,52 41,40+12,65 43,20+12,98

N&o reativos 58,70+8,17 61,30+15,01 52,10+13,52 58,60+12,65 56,80+12,98

HO= Teste Hiposmotico, CN= Controle Negativo; CP= Controle Positivo. Os dados foram
analisados por Andlise de Regressao a 5% de probabilidade. Os dados referem-se as médias +

desvio padréo.

Pesquisas recentes com criopreservacao de sémen caprino em meio diluidor
a base de gema, mostram resultados semelhantes para integridade de membrana
plasmatica por meio do HO. Memon et al. (2012) obtiveram 58,10+1,53% de
espermatozoides com membrana integra, Buyukleblebici et al. (2014)
encontraram médias de 48,0+4,39% e 49,9+3,22% de células reativas ao teste
utilizando 3 e 6% de glicerol no diluidor, respectivamente e Salmani et al. (2014)
obtiveram 64,9+1,7% de espermatozoides reativos ao HO ap0s descongelacéo.
Esses resultados sugerem uma média de 55,22% de células espermaticas
reativas ao teste para espécie caprina.

A membrana plasmatica espermatica e 0 acrossoma sao de suma
importancia para que haja hiperativacdo da motilidade, capacitacdo espermatica e

reacdo acrossomal culminando na fecundacdo do odcito, podendo-se afirmar que
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a viabilidade da célula espermatica depende da qualidade de suas membranas,
as quais devem apresentar-se fisicamente integras e funcionalmente ativas para
gue o espermatozoide possua capacidade fecundante (Emerick et al., 2011).

Os resultados do teste de integridade acrossomal também né&o
apresentaram diferenca (P>0,05) entre os tratamentos (Tab. 3) e a porcentagem
média de espermatozoides com membrana acrossomal integra foi de
36,82+15,45%. Corroborando com os resultados do Teste Hiposmotico, o que
demonstra que nos niveis utilizados a inclusdo de 6leo de linhaca dourada no
diluidor de sémen caprino ndo melhora a qualidade morfolégica dos
espermatozoides apos criopreservacao (Fig. 1).

Tabela 3. Teste de Integridade Acrossomal do sémen caprino criopreservado com
niveis de 6leo de linhaca dourada no diluidor

Acrossoma (%) Niveis de 6leo de linhaca (g)

0 (CN) 0 (CP) 0,13 0,29 0,45
Integro 29,60+15,26 38,80+13,07 42,40+25,96 34,90+14,28 38,4048,71
Irregular 5,80+4,13 6,40+5,53 5,80+3,19 4,40+0,82 3,90+3,00

Desprendimento  35,30+7,85 32,00+10,85 25,70+12,08 37,00+16,81 33,10+9,92

parcial

Desprendimento 29,30+21,31 22,80+8,62 26,10+13,42 23,70+10,22 24,60+13,25

total

CN= Controle Negativo; CP= Controle Positivo. Os dados foram analisados por Analise de

Regressédo a 5% de probabilidade. Os dados referem-se as médias + desvio padrao.

Figura 1. Espermatozoides caprinos corados pelo método do Vermelho Congo. 1-
Acrossoma integro; 2- Acrossoma irregular; 3- Desprendimento parcial do acrossoma; 4-

Desprendimento total do acrossoma.
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A técnica de criopreservacgao provoca, além do estresse térmico, o0 quimico e
0 mecanico, por meio da exposicdo das células a solugbes crioprotetoras, ao
resfriamento, congelacdo/descongelacdo, o que pode provocar a formacédo de
poros na membrana plasmatica ou até mesmo sua ruptura (Purdy, 2006; Silva e
Guerra, 2011). Os valores médios encontrados mostram que a membrana
acrossomal dos espermatozoides sofreu diferentes lesBes, a média de
espermatozoides com acrossoma irregular foi de 5,26+3,33%; com
desprendimento parcial do acrossoma de 32,62+11,50% e com desprendimento
total do acrossoma de 25,30+13,37%, contudo ndo foi encontrada diferenca
(P>0,05) entre os tratamentos para essas variaveis (Tab. 3).

De forma semelhante, Del Valle et al. (2013) ndo obtiveram diferencas nas
porcentagens de espermatozoides com membrana plasmatica e acrossomal
integras entre o grupo controle e os tratamentos com a inclusé@o de 6leo de coco e
0leo de palma em diluidor de sémen ovino. J4 Kaka et al. (2015) encontraram
maiores porcentagens de células apresentando membrana plasméatica e
acrossomal integra com adicdo de 5ng mL™ de &cido alfa linolénico no diluidor
seminal de bovinos.

Esperava-se, com a utilizacdo de 6leo de linhaca dourada no diluidor,
conferir maior qualidade morfolégica aos espermatozoides apds descongelacao,
associando a esse resultado a incorporacdo eficaz de acidos graxos poli-
insaturados, especialmente o DHA, nas membranas espermaticas,
proporcionando protecdo e aumento da resisténcia a rupturas, as quais podem
ser causadas pela formacéo de cristais de gelo, peroxidacéao lipidica, entre outras
crioinjurias.

Os danos causados durante a criopreservacao podem resultar ainda em
alteracdes intracelulares, como alteracdo do potencial mitocondrial ou, até
mesmo, fragmentacdo da cromatina espermética (Purdy, 2006; Silva e Guerra,
2011). Para obtencdo de um progndstico confiavel da qualidade seminal deve-se
avaliar varias caracteristicas espermaticas que relacionem a fertilidade in vitro
com a fertilidade in vivo.

Para atividade mitocondrial espermatica ndo houve diferenca (P>0,05) entre
os tratamentos (Tab. 4), porém o0s resultados mostram que poucos
espermatozoides estavam com todas as mitocondrias ativas, sendo a mediana

geral de espermatozoides classificados em Classe | de 15,60+11,05%; Classe Il
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de 26,70+13,80%; Classe Ill de 22,10+15,00% e Classe IV de 35,80+21,50% (Fig.
2).

Tabela 4. Teste de Atividade Mitocondrial do sémen caprino criopreservado com

niveis de éleo de linhaga dourada no diluidor

Mitocéndria Niveis de 6leo de linhaca (g)

%

(%) 0 (CN) 0 (CP) 0,13 0,29 0,45
Classe | 15,50+8,50 20,00+10,75 16,00+13,25 11,00+10,25 15,50+12,50
Classe I 30,00+10,25 26,50+18,25 22,50+11,25 27,00+18,50 27,50+10,75
Classe I 32,50+21,00 20,00+12,75 23,00+16,25 19,50+21,00 15,50+4,00
Classe IV 23,50£29,00 26,50+32,75 38,50+16,00 47,00+13,50 43,50%+16,25

Classe |I= pecga intermediaria totalmente corada; Classe lI= 250% da peca intermediaria corada;
Classe lll= £ 50% da pega intermediaria corada e Classe IV= auséncia de coloracdo da peca
intermediéria. CN= Controle Negativo; CP= Controle Positivo. Os dados apresentaram distribui¢cao
nao-paramétrica, sendo realizado o teste Kruskal Wallis. Os dados referem-se as medianas +

interquartil.

Figura 2. Espermatozoides caprinos corados com DAB. 1- Classe I; 2- Classe II; 3-
Classe IlI; 4- Classe V.

Os valores encontrados podem ser relacionados a porcentagem meédia de
espermatozoides com motilidade progressiva pos-descongelacdo, pois esse
processo requer energia 0 que possui correlacdo positiva com a producao de ATP
nas mitocondrias, sendo de suma importancia que elas estejam integras e ativas

para que haja movimento celular (Camara e Guerra, 2008).
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Por meio de avaliacdes utilizando sondas florescentes, Soares et al. (2013)
ndo obteve melhor potencial mitocondrial espermético ao adicionar ao diluidor
seminal bovino 50, 100 e 150 pM/100mL de uma fonte de &acido linoleico
conjugado (CLA), porém a adicdo de 150 uM apresentou efeito negativo sobre as
mitocdndrias dos espermatozoides, diminuindo a sua atividade. Os niveis de 6leo
de linhaca dourada testados neste estudo ndo promoveram diferencas (P>0,05)
no potencial mitocondrial espermatico, mas também n&do provocaram uma
diminuicao da atividade dessas organelas.

O sémen caprino pode ser classificado como apto a ser utilizado nos
programas de reproducdo assistida pelas analises convencionais de motilidade
progressiva e vigor espermatico, integridade da membrana plasmatica e do
acrossoma e até da atividade mitocondrial, contudo os espermatozoides podem
ndo ser viaveis devido a alteracdes no material genético, as quais podem interferir
principalmente no desenvolvimento embrionério, impossibilitando o nascimento de
um descendente viavel ou transmitindo mutacdes génicas para proxima geracao
(Beletti, 2013).

Os resultados obtidos por meio da analise da compactacdo da cromatina
espermatica mostraram-se iguais entre os tratamentos (P>0,05) (Tab. 5) (Fig. 3).

Tabela 5. Andlise da compactacdo da cromatina espermatica do sémen caprino
criopreservado com niveis de 6leo de linhaca dourada no diluidor

Cromatina (%) Niveis de 6leo de linhaca (g)
0 (CN) 0 (CP) 0,13 0,29 0,45
integra 94,4442 30 94,20+2,89 95,28+2,53 94,20+3,07 94,40+2,34

Fragmentada 5,56+2,30 5,80+2,89 4,72+2,53 5,80+3,07 5,60+2,34

CN= Controle Negativo; CP= Controle Positivo. Os dados foram analisados por Analise de

Regressédo a 5% de probabilidade. Os dados referem-se as médias + desvio padrao.

&
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¢
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o

Figura 3. Espermatozoides caprinos corados com azul de toluidina. Cromatina

integra (azul claro); Cromatina fragmentada (azul escuro ou violeta).
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O valor médio de espermatozoides com cromatina altamente compactada foi
de 94,50+2,62%, o que demonstra um baixo percentual de células exibindo
fragmentacdo da cromatina (5,50+2,63%). Essas alteracdes podem ter ocorrido
ndo somente durante as etapas da criopreservacdo, como também desde a
espermatogénese, tornado o DNA mais vulneravel a lesdes irreversiveis durante a
congelacéao/descongelacao. Visto que, de acordo com Kamimura et al. (2010), no
sémen fresco de caprinos a porcentagem meédia de espermatozoides exibindo
fragmentacao da cromatina foi de até 2,40+0,20.

O diluidor seminal citrato-gema foi eficiente em preservar a integridade do
DNA espermético independente dos niveis de 6leo de linhaga dourada utilizados
como suplemento. Pesquisas que relacionem a integridade da cromatina
espermatica com a inclusdo de fontes de acidos graxos poli-insaturados
inexistem.

Os mecanismos exatos pelos quais os lipidios preservam a viabilidade
espermatica ainda nao foram totalmente elucidados, as pesquisas com inclusao
de diversas fontes de acidos graxos nos meios diluidores seminais ndo exibem
um consenso entre os pesquisadores quanto a melhor fonte e o melhor nivel a ser
utilizado.

Kaeoket et al. (2010) trabalharam com 6éleo de peixe nas mesmas
concentracbes deste estudo (0,13; 0,29 e 0,45g/100mL) no diluidor de sémen
suino e encontraram maior motilidade progressiva, integridade acrossémica, ou
seja, maior viabilidade espermética apoOs criopreservacdo utlizando a
concentragdo de 0,299 de Oleo. Abdi-Benemar et al. (2015) adicionaram ao
diluidor de sémen ovino 0,15; 0,30 e 0,45g/100mL de 6leo de peixe e obtiveram
maior motilidade, integridade de membranas, maior viabilidade espermatica ap6s
congelacéao/descongelacdo com a inclusao de 0,30 e 0,45g, o que foi confirmado,
além das avaliacBes convencionais in vitro, por meio das taxas de concepcao
obtidas pela inseminacao artificial de ovelhas.

Estudos mostram que alguns 6leos vegetais ja foram utilizados como fontes
de PUFAs no diluidor seminal, como o 6leo de palma (Del Valle et al., 2013), 6leo
de coco (Santos, 2013), contudo o Oleo de linhaca ainda nao foi estudado sob
esse aspecto, com isso o melhor nivel a ser utilizado ainda nao foi definido.

O ¢dleo de linhaca apresenta uma rica e complexa composi¢cdo e multiplos

beneficios para saude. No entanto, ndo houve diferenga entre os tratamentos
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para nenhum dos parédmetros avaliados, demonstrando que os niveis utilizados
neste estudo nao foram eficientes em promover melhor qualidade e viabilidade
espermatica apds congelacao/descongelacdo, mas também néo causaram efeitos
deletérios ao sémen. Dessa forma, faz-se necessaria a realizacdo de mais
pesquisas que visem avaliar a inclusdo de Oleo de linhaca em niveis mais

elevados no meio diluidor para criopreservacao seminal.

CONCLUSOES

A inclusdo de até 0,459/100mL de 6leo de linhaca no diluidor para
criopreservacao de sémen caprino ndo melhorou a viabilidade espermatica apdés a
criopreservacdo, por isso, sendo desnecessaria a sua utilizacdo nas

concentracOes avaliadas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABDI-BENEMAR, H.; JAFAROGHLI, M.; KHALILI, B. et al. Effects of DHA
supplementation of the extender containing egg yolk and a-tocopherol on the
freezability and post-thawing fertility of ram semen. Small Ruminant Research,
2015.

ANSARI, M.; TOWHIDI, A.; SHAHRBABAK, M. M.; BAHREINI, M.
Docosahexaenoic acid and alpha-tocopherol improve sperm cryosurvival in
goat. Slovak Journal of Animal Science, v. 45, n. 1, p. 7-13, 2012.

BELETTI, M. E. Cromatina espermatica: quebrando paradigmas. Revista

Brasileira de Reprodug&o Animal, v.37, n.2, p.92-96, 2013.

BELETTI, M.E.; MELLO, M.L.S. Comparison between the toluidina blue stain and
the Feulgen reaction for evaluation of rabbit sperm chromatin condensation and

their relationship with sperm morphology. Theriogenology, v.62, p.398-402, 2004.



542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575

43

BRINSKO, S. P.; VARNER, D. D.; LOVE, C. C. et al. Effect of feeding a DHA-
enriched nutriceutical on the quality of fresh, cooled and frozen stallion semen.
Theriogenology, v. 63, n. 5, p. 1519-1527, 2005.

BUYUKLEBLEBICI, S.; TUNCER, P. B.; TASDEMIR, U. et al. The Comparison of
Three Different Cryoprotectants in Cryopreservation of Angora Goat
Semen. Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, v. 20, n. 4, p. 613-619,
2014.

CAMARA, D. R.; GUERRA, M. M. P. Mitocéndria espermatica: além da sintese de
adenosina trifosfato (ATP) Revista Brasileira de Reprodugdo Animal, v.32, n.2,
p.93-99, 2008.

CEROVSKY, J.A. A new staining procedure for boar spermatozoa. Zivocisna
Vyroba, v. 21, p. 351-362, 1976.

CLIMATE-DATA.ORG. Disponivel em: <http://pt.climate-
data.org/location/43358/>. Acesso em: 07 jul. 2015.

DEL VALLE, I. ; SOUTER, A.; MAXWELL, W.M.C. et al. Function of ram
spermatozoa frozen in diluents supplemented with casein and vegetable
oils. Animal Reproduction Science, v. 138, n. 3, p. 213-219, 2013.

DORADO, J.; MUNOZ-SERRANO, A.. HIDALGO, M. The effect of
cryopreservation on goat semen characteristics related to sperm freezability.
Animal Reproduction Science, v. 121, n. 1, p. 115-123, 2010.

EMERICK, L. L.; DIAS, J. C.; FILHO, V. R. V. et al. Avaliacdo da integridade de
membrana em espermatozoide bovino criopreservado para prever o indice de
prenhez. Ciéncia Animal Brasileira, v. 12, n. 3, p. 536-546, 2011.

GIBBONS, A. Inseminacion artificial con semen congelado en cabras de raza
Angora. Revista Taurus, v. 16, p. 24-32, 2002.



576
577
578
579
580
581
582
583
584
585
586
587
588
589
590
591
592
593
594
595
596
597
598
599
600
601
602
603
604
605
606
607
608
609

44

HANCOCK, J.L. The morphology of boar espermatozoa. Journal of Reproductive
Microscopy Society, v. 76, n.3, p.84-97, 1956.

HENRY, M.; NEVES, J.P; JOBIM, M.ILM. Manual para exame andrologico e
avaliacdo de sémen animal. 3. ed. Belo Horizonte: Colégio Brasileiro de
Reproducao Animal, 2013, 104p.

HRUDKA, F. Cytochemical and ultracytochemical demonstration of cytochrome-c
oxidase in spermatozoa and dynamics of changes accompanying ageing or
induced by stress. International Journal of Andrology, v. 10, n. 6, p. 809-828,
1987.

KAEOKET, K. ; SANG-URAI, P.; THAMNIYOM, A. et al. Effect of
docosahexaenoic acid on quality of cryopreserved boar semen in different
breeds. Reproduction in domestic animals, v. 45, n. 3, p. 458-463, 2010.

KAKA, A.; WAHID, H.; ROSNINA, Y. et al. a-Linolenic acid supplementation in
BioXcell® extender can improve the quality of post-cooling and frozen-thawed

bovine sperm. Animal Reproduction Science, v. 153, p. 1-7, 2015.

KAMIMURA, C. F.; JACOMINI, J. O.; BELETTI, M. E. Alteracdes de cromatina em
espermatozoéides de ovinos e caprinos avaliadas por azul de toluidina e alaranjado
de acridina. Ciéncia e Agrotecnologia, v. 34, n. 1, p. 212-219, 2010.

KUCUK, N.; AKSOY, M.; UCAN, U. et al. Comparison of two different
cryopreservation protocols for freezing goat semen. Cryobiology, v. 68, n. 3, p.
327-331, 2014.

KUMI-DIAKA, J. Subjecting canine semen to the hypo-osmotic test.
Theriogenology, v. 39, n. 6, p. 1279-1289, 1993.

MAIA, M. S. Tecnologia de sémen e inseminacdo artificial em caprinos. Acta
Veterinaria Brasilica, v.8, Supl. 2, p. 389-395, 2014.



610
611
612
613
614
615
616
617
618
619
620
621
622
623
624
625
626
627
628
629
630
631
632
633
634
635
636
637
638
639
640
641
642

45

MAIA, M. S. Tecnologia do sémen e inseminacgao artificial em caprinos e ovinos.
Natal: EMPARN, 2010. (EMPARN. Circuito de Tecnologias Adaptadas para a
Agricultura Familiar, 7, n. 13). Disponivel
em:<http://adcon.rn.gov.br/ACERVO/EMPARN/DOC/DOC000000000024678.PDF
> Acesso em: 02 abr 2015.

MAIA, M. S.; BICUDO, S. D. Radicais livres, antioxidantes e funcdo espermatica
em mamiferos: uma revisdo. Revista Brasileira de Reproducdo Animal, Belo
Horizonte, v. 33, n. 4, p. 183-193, 2009.

MELLO, M.L.S. Induced metachromasy in bull spermatozoa. Histochemistry, v.74,
n.3, p.387-392, 1982.

MELO, M. I. V.; HENRY, M. Teste hiposmético na avaliagdo do sémen equino.

Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 51, n. 1, p. 71-78, 1999.

MEMON, A. A.; WAHID, H.; ROSNINA, Y. et al. Effect of antioxidants on post thaw
microscopic, oxidative stress parameter and fertility of Boer goat spermatozoa in
Tris egg yolk glycerol extender. Animal Reproduction Science, v. 136, n. 1, p. 55-
60, 2012.

MIES FILHO, A. Inseminagé&o Artificial. Editora Sulina. 62 ed., v. 2, 750 p., Porto
Alegre, 1987.

MOALLEM, U.; NETA, N.; ZERON, Y. et al. Dietary a-linolenic acid from flaxseed
oil or eicosapentaenoic and docosahexaenoic acids from fish oil differentially alters
fatty acid composition and characteristics of fresh and frozen-thawed bull semen.
Theriogenology, v. 83, n. 7, p. 1110-1120, 2015.

MOURVAKI, E.; CARDINALI, R.; BOSCO, A. D. et al. Effects of flaxseed dietary
supplementation on sperm quality and on lipid composition of sperm subfractions

and prostatic granules in rabbit. Theriogenology, v. 73, n. 5, p. 629-637, 2010.



643
644
645
646
647
648
649
650
651
652
653
654
655
656
657
658
659
660
661
662
663
664

665
666

667
668
669
670
671
672
673
674
675
676

46

NATIONAL RESEARCH COUNCIL — NRC. Nutrient requeriments of small
ruminants. 7. ed. Washington: National Academic Press, 2007. 408 p.

NAZIR, G.; GHUMAN, S.P.S.; SINGH, J. et al. Improvement of conception rate in
postpartum flaxseed supplemented buffalo with Ovsynch + CIDR protocol. Animal
Reproduction Science, v. 137, n. 1, p. 15-22, 2013.

PURDY, P. H. A review on goat sperm cryopreservation. Small Ruminant
Research, v. 63, n. 3, p. 215-225, 2006.

ROOF, D. J.; BOWLEY, S.; PRICE, L.L.; MATSAS, D.J. Comparison of two
commercial extenders for cryopreservation of goat semen without sperm washing.
Theriogenology, v. 77, n. 2, p. 412-420, 2012.

SALMANI, H.; TOWHIDI, A.; ZHANDI, M. et al. In vitro assessment of soybean
lecithin and egg yolk based diluents for cryopreservation of goat
semen. Cryobiology, v. 68, n. 2, p. 276-280, 2014.

SANTOS, A. D. F.; TORRES, C. A. A.; FONSECA, J. F. et al. Uso de testes
complementares para avaliacdo do congelamento do sémen de bodes submetidos
ao manejo de fotoperiodo artificial. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 35, n. 5, p.
1934-1942, 2006.

SANTOS, B. M. B. Criopreservagdo de sémen caprino e ovino em diluente de
origem vegetal a base de 4gua de coco em p6 sem adi¢cao de gema de ovo. 2013.
66p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias), Faculdade de Veterinaria

da Universidade Estadual do Ceara, Ceara, 2013.

SILVA, S. V.; GUERRA, M. M. P. Efeitos da criopreservacado sobre as células
espermaticas e alternativas para reducdo das crioinjurias. Revista Brasileira de
Reproducao Animal, v. 35, n. 4, p. 370-384, 2011.

SOARES, M. P.; BRANDELLI, A.; CELEGHINI, E. C. C. et al. Effect of cis-9, trans-
11 and trans-10, cis-12 isomers of conjugated linoleic acid on the integrity and



677
678
679
680
681
682
683
684
685

a7

functionality of cryopreserved bovine spermatozoa. Cryobiology, v. 67, n. 1, p.
102-105, 2013.

Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos - TACO. 4ed. Campinas, SP:
NEPA-UNICAMP, p.161, 2011.

TOWHIDI, A.; ZEINOALDINI, S.; ARDEBILI, R. et al. Combined n-3 fatty acids and
a-tocopherol supplementation improved the ovine sperm cryosurvival. Iranian
Journal of Biotechnology, v. 11, n. 4, p. 238-43, 2013.



48

CONSIDERACOES FINAIS

A adicdo do oleo de linhaca dourada no meio diluidor citrato-gema como
fonte de acidos graxos poli-insaturados ndo melhora a qualidade esperméatica
caprina pos-descongelacdo até o nivel de 0,459/100mL de meio, sendo
desnecessaria a sua utilizacdo nas concentracfes avaliadas. Contudo, faz-se
necesséria a realizacao de mais pesquisas que visem avaliar a inclusao de niveis

mais elevados de 6leo de linhaga no diluidor seminal para criopreservacao.
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ANEXO A

FORMOL-SALINA 10%
(Manual de Técnicas em Histologia e Biologia Celular do Laboratorio de Biologia
Celular da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo — USP, 2002)

FOIMOI 36-4090.....ccutteiiiiiiiiiieee et 100ml
Cloreto de sOdio (NACI).......cccuuviiiiiiiiiiicieeeee e 99
AgUA deStIA0A ..........eveeeeeecie e 900ml



ANEXO B

DILUIDOR CITRATO-GEMA (MIES FILHO, 1987)
Solucéo 1:

Citrato de SOIO.......ceeveiriiiicci e 2,949
Y VT e L= 11 F=To - VT 100mL

Solucéo 2:

0] [ [o%= Lo 1 PSS 73mL
D-FIULOSE ..o 19

Sulfato de gentamiCing.........cccuuvuriiiieiiiieiiee e 10mg
GEIMA U8 OVO....cei e ettt e e e 20mL

G ICRION. . e e 7mL
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ANEXO C

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

FIULOSE. .. 99
Citrato triSSOUICO.....cvvvreriiiieieie e e e e e e e e e e e eees 4,99
Y VT e L=y 11 F=To VT 1000mL
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ANEXO D

COLORACAO PELO VERMELHO CONGO (CEROVSKY, 1976)
(Manual para Exame Androlégico e Avaliacdo de Sémen Animal. Colégio
Brasileiro de Reprodugéo Animal. 32 ed., 2013)

1. Preparar 100mL de solucédo aquosa saturada de vermelho congo

2. Preparar 100mL de solucdo aguosa a 0,5% de violeta de genciana
Preparo da lamina:

e Fazer esfregaco delgado com sémen fresco e secar no ar;

e Imergir a lamina na solugéao de vermelho congo por um minuto;
e Lavar em agua corrente suavemente;

e Secar ao ar;

¢ Imergir na solucao de violeta de genciana por 30 segundos

e Lavar em agua corrente, suavemente;

e Secar ao ar e avaliar.



ANEXO E

SOLUCAO CARNOYS
(Manual de técnicas em Histologia e Biologia Celular do Laboratério de Biologia
Celular da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo — USP, 2002)

Solucéo 3:1 (100mL)
AICOOl 100, . e 75 mL
ACIHO ACELICO. . evveeeeee oo, 25 mL
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ANEXO F

PREPARACAO DA SOLUCAO TAMPAO DE MCLLVAINE (fosfato citrato)
(FRADE, 2011)

Para a preparacdo da solucdo tampao de Mcllvaine, foram preparadas
inicialmente duas solucdes distintas, sendo uma de fosfato de sddio dibasico, e

outra de acido citrico.

A solucdo aquosa de fosfato de sddio dibasico (Na,PO,) foi preparada na
concentracdo de 0,05 M, e para tal dissolveu-se uma massa de 8,907g de Na,PO4
em 1litro de 4gua destilada, sendo verificado, por meio do pHmetro, até a solugéo

possuir um pH de aproximadamente 9.

A solucdo aquosa de acido citrico (CeHgO7) foi preparada na concentracao
de 0,05 M, e para tal dissolveu-se uma massa correspondente a 10,504g de
CsHsO7 em 1 litro de agua destilada, sendo verificado, por meio do pHmetro, até a

solucéo possuir um pH de aproximadamente 2.

Partindo-se de uma das solugdes citadas acima como base, adicionou-se
aos poucos a outra solucao, até que atingisse o pH desejado, no caso 4,0, o qual

foi detectado por meio do pHmetro.
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ANEXO G

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

1. FORMATACAO GERAL

Papel A4;

Fonte Arial;

Espacamento entre linha de 1,5 cm;

Margens:

a) margem esquerda: 3,0 cm

b) margem direita: 2,5 cm

c) margem superior: 2,5 cm

d) margem inferior: 2,5 cm

e) margem superior de pagina da Introducéo, Revisdo de Literatura, dos titulos
dos capitulos e das Consideragfes: cinco toques, iniciando a introducao no sexto
toque (espacamento do paragrafo = 1,5)

f) cabecalho: 1,5 cm

g) rodapé: 1,5 cm

h) tabulagdo: 1 cm

Numeracédo das paginas

a) considerar para efeito de paginacao, todas as folhas do volume a partir da
INTRODUCAO;

b) indicar a numeracdo, sequencialmente, em algarismos arabicos, no alto e a
direita de cada péagina (formatar o nimero em FONTE ARIAL 12, NEGRITO);

c) omitir a indicagdo da numeracdo nas paginas que contém informacgdes
preliminares, a primeira pagina da Introdugcdo, Revisdo Bibliografica e das
Consideracdes Finais, as das pré-capas dos Capitulos, as que iniciam o0s

Capitulos (titulos) e as da secéo de Anexos;

Da Lingua utilizada

Os artigos poderao ser escritos na lingua portuguesa ou inglesa.
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2. FORMATACAO PRE-TEXTUAL
Capa: papel tipo Couche 180g

Conteudo: Vide modelo

Folha de rosto: vide modelo

Ficha catalografica: vide modelo

Folha de Aprovacdo: sO deverd ser incluida na versdo final (definitiva) da

Dissertacao, onde sera digitado o nome da Comissdo Examinadora (vide modelo).

Dedicatéria: Pagina opcional, ndo deve ultrapassar uma pagina.

Agradecimentos: Pagina opcional, maximo de duas paginas.

Sumario: As partes que precedem o Sumério (p.e.. Dedicatoria e
Agradecimentos) ndo séo relacionadas, enquanto que os Anexos e Apéndices,
guando forem necessarios, devem ser incluidos no Sumario. O espacamento é

simples, justificado (vide anexo).

Resumo e Abstract: devem ser escritos em uma Unica pagina cada um, com
fonte Arial 12, espacamento 1,5. Devem tratar de forma resumida os contetdos
dos Capitulos. Dois espacos abaixo do titulo devem ser listado o autor(a) e
orientador(a), da seguinte forma. Iniciar o Resumo dois espacos abaixo do nome
do orientador, conforme exemplo em anexo.

Na dultima linha devem ser listadas as palavras-chave e Key-words,

respectivamente. Nao numerar as paginas do Resumo e do Abstract.

2. FORMATAC}AO TEXTUAL

Constituida por Introducdo, Revisdo de Literatura, Referéncias Bibliograficas,
Capitulos (com sua bibliografia) e Considera¢fes Finais.

Introducdo: em caixa alta, no inicio da pagina, sem paragrafo, maximo de duas

paginas. Dois espacos antes de iniciar o paragrafo.
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Reviséo de Literatura: em caixa alta, no inicio da pagina, sem tabulacéo. Dois
espacos antes de iniciar o paragrafo. Citacbes Bibliograficas: em todo o texto, as

citacOes deverdo ser em caixa baixa.

Referéncias Bibliogréaficas: A literatura mencionada nos ltens INTRODUCAO e
REVISAO DE LITERATURA deve ser relacionada sob o titulo de “Referéncias
Bibliograficas”. A lista de referéncias bibliograficas deve ser ordenada
alfabeticamente, obedecendo ao sistema de chamada alfabética, isto &, as
citacbes indicam os documentos pelo sobrenome do autor e ano de publicacéo.
As normas para a citacao devem seguir as recomendacdes da ABNT.

Capitulos.

a) Antes de comecar o artigo, o autor devera apresentar uma folha indicando o
inicio do Capitulo e que funcionard como uma pré-capa, contendo as informacdes
seguintes: Capitulo 1 (na 1a linha da pagina, em caixa alta, arial 13 e em negrito),
Titulo do Artigo (centralizado, caixa alta, arial 12, negrito e espacamento 1,5 cm) e
0 periodico cientifico que irA submeter para publicacdo (normal,arial 10,
espagamento simples):

b) Cada Capitulo devera seguir a formatacdo de acordo com as normas para
submissao de artigos do Periddico Cientifico escolhido; exceto quanto a FONTE e
o ESPACAMENTO; assim, independente do periédico, o corpo do texto devera
ser ARIAL 12, ESPACAMENTO 1,5.

Consideracg0es finais: em caixa alta, no inicio da pagina, sem paragrafo, maximo

de uma péagina. Dois espacos antes de iniciar o paragrafo.

3. FORMATAQAO POS-TEXTUAL
Anexos: Usar uma folha como pré-capa com o nome ANEXO em negrito e
centralizado. Havendo mais de um anexo: Anexo A, Anexo B, entre outros.

Devera ser anexada as normas da revista de cada capitulo.
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ANEXO H

Normas para publicacdo no periédico 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 periddico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia (Brazilian
Journal of Veterinary and Animal Science), ISSN 0102-0935 (impresso) e 1678-
4162 (on-line), é editado pela FEPMVZ Editora, CNPJ: 16.629.388/0001-24, e
destina-se a publicacéo de artigos cientificos sobre temas de medicina veterinaria,
zootecnia, tecnologia e inspecdo de produtos de origem animal, aquacultura e
areas afins.

Os artigos encaminhados para publicacao sdo submetidos a aprovagédo do Corpo
Editorial, com assessoria de especialistas da area (relatores). Os artigos cujos
textos necessitarem de revisdes ou correcdes serdo devolvidos aos autores. Os
aceitos para publicacdo tornam-se propriedade do Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (ABMVZ) citado como Arg. Bras. Med. Vet. Zootec. Os
autores sao responsaveis pelos conceitos e informacfes neles contidos. Sao

imprescindiveis originalidade, ineditismo e destinacéo exclusiva ao ABMVZ.

Reproducéo de artigos publicados

A reproducdo de qualquer artigo publicado é permitida desde que seja
corretamente referenciado. Nao é permitido o uso comercial dos resultados.

A submisséo e tramitacdo dos artigos é feita exclusivamente on-line, no endereco
eletronico <www.abmvz.org.br>.

N&o serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis nos

enderecos www.scielo.br/abmvz ou www.abmvz.org.br.

Orientacéo para tramitacao de artigos


http://www.abmvz.org.br/
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Toda a tramitacdo dos artigos € feita exclusivamente pelo Sistema de
publicacdo on-line do ABMVZ no enderego www.abmvz.org.br.

Apenas o0 autor responsavel pelo artigo devera preencher a ficha de
submisséo, sendo necessario o cadastro do mesmo no Sistema.

Toda comunicacdo entre os diversos atores do processo de avaliacdo e
publicacdo (autores, revisores e editores) serd feita exclusivamente de forma
eletrbnica pelo Sistema, sendo o autor responsavel pelo artigo informado,
automaticamente, por e-mail, sobre qualquer mudanca de status do artigo.

A submisséo s6 se completa quando anexado o texto do artigo em Word e em
pdf no campo apropriado.

Fotografias, desenhos e gravuras devem ser inseridas no texto e também
enviadas, em separado, em arquivo com extensdo jpg em alta qualidade
(minimo 300dpi), zipado, inserido no campo préprio.

Tabelas e graficos ndo se enquadram no campo de arquivo zipado, devendo
ser inseridas no corpo do artigo.

E de exclusiva responsabilidade de quem submete o artigo certificar-se de que
cada um dos autores tenha conhecimento e concorde com a inclusao de seu
nome no mesmo submetido.

O ABMVZ comunicara, via eletronica, a cada autor, a sua participacdo no
artigo. Caso pelo menos um dos autores ndo concorde com sua participacao
como autor, o0 artigo sera considerado como desisténcia de um dos autores e

sua tramitacao encerrada.

Tipos de artigos aceitos para publicacéo:

= Artigo cientifico

E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa de que

os resultados sao posteriores ao planejamento da pesquisa.

Secbes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Filiagdo, Resumo,

Abstract, Introducao, Material e Métodos, Resultados, Discussao (ou Resultados e

Discusséao), Conclusdes, Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

O numero de paginas nao deve exceder a 15, incluindo tabelas e figuras.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 30.
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*Relato de caso

Contempla principalmente as areas medicas, em que o resultado é anterior ao
interesse de sua divulgacao ou a ocorréncia dos resultados nédo € planejada.
Secdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Filiacdo, Resumo,
Abstract, Introducdo, Casuistica, Discussdo e Conclusdes (quando pertinentes),
Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

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

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

» Comunicagao

E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho experimental, dignos de
publicacdo, embora insuficientes ou inconsistentes para constituirem um artigo
cientifico.

O texto, com titulo em portugués e em inglés, Autores e Filiacdo deve ser
compacto, sem distincdo das sec¢des do texto especificadas para “Artigo
cientifico”, embora seguindo aquela ordem. Quando a Comunicagao for redigida
em portugués deve conter um “Abstract” e quando redigida em inglés deve conter
um “Resumo”.

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

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

Preparacédo dos textos para publicacao

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma impessoal. Para
ortografia em inglés recomenda-se o Webster's Third New International
Dictionary. Para ortografia em portugués adota-se o Vocabulario Ortogréfico da

Lingua Portuguesa, da Academia Brasileira de Letras.

Formatacao do texto

= O texto NAO deve conter subitens em qualquer das sec¢des do artigo e deve ser
apresentado em Microsoft Word, em formato A4, com margem 3cm (superior,
inferior, direita e esquerda), em fonte Times New Roman tamanho 12 e em
espacamento entrelinhas 1,5, em todas as paginas e sec¢fes do artigo (do titulo

as referéncias), com linhas numeradas.
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»Nao usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem vir,
obrigatoriamente, entre paréntesis 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 ndo
ultrapassar 150 digitos.

= Autores e Filiagdo. Os nomes dos autores sdo colocados abaixo do titulo, com
identificacdo da instituicAo a que pertencem. O autor para correspondéncia e
seu e-mail devem ser indicados com asterisco.

Nota:

1. o texto do artigo em Word deve conter o nome dos autores e filiacao.

2. o texto do artigo em pdf NAO deve conter o nome dos autores e filiag&o.

»Resumo e Abstract. Deve ser o mesmo apresentado no cadastro contendo até
2000 digitos incluindo os espacos, em um s6 paragrafo. Nao repetir o titulo e
nao acrescentar revisao de literatura. Incluir os principais resultados numéricos,
citando-os sem explica-los, quando for o caso. Cada frase deve conter uma
informacao. Atencéo especial as conclusoes.

» Palavras-chave e Keywords. No maximo cinco.

»Introducdo. Explanacdo concisa, na qual sdo estabelecidos brevemente o
problema, sua pertinéncia e relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter
poucas referéncias, suficientes para baliza-la.

»Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o material envolvido, a
descricdo dos meétodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja
publicados. Nos trabalhos que envolvam animais e/ou organismos
geneticamente modificados devera constar, obrigatoriamente, o numero do
protocolo de aprovacdo do Comité de Bioética e/ou de Biosseguranca, quando
for o caso.

» Resultados. Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

» Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar
linhas horizontais na separacdo dos cabecalhos e no final da tabela. O titulo da
tabela recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nUmero de ordem em
algarismo arabico e ponto (ex.: Tabela 1.). No texto a tabela deve ser referida

como Tab seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando
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se referir a varias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em
espacamento simples e fonte de tamanho menor que 12 (o menor tamanho
aceito é 8). A legenda da Tabela deve conter apenas o indispensavel para o seu
entendimento. As tabelas devem ser, obrigatoriamente, inseridas no corpo do
texto preferencialmente apds a sua primeira citagao.

»Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos:
desenho, fotografia, grafico, fluxograma, esquema, etc. A legenda recebe
inicialmente a palavra Figura, seguida do numero de ordem em algarismo
arébico e ponto (ex.: Figura 1.) e é referida no texto como Fig seguida de ponto
e do nimero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se referir a mais de uma figura (ex.:
Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do texto, fotografias e desenhos
devem também ser enviadas no formato jpg com alta qualidade, em um arquivo
zipado, anexado no campo préprio de submissdo na tela de registro do artigo.
As figuras devem ser, obrigatoriamente, inseridas no corpo do texto
preferencialmente apés a sua primeira citacao.

Nota:

»Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da
legenda, informacdo sobre a fonte (autor, autorizagdo de uso, data) e a
correspondente referéncia deve figurar nas Referéncias.

»Discussdao. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As
secdes Resultados e Discussao poderdo ser apresentadas em conjunto a juizo
do autor, sem prejudicar qualquer das partes e sem subitens).

»Conclusdes. As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa
executada e serem apresentadas de forma objetiva, SEM revisao de literatura,
discussao, repeticdo de resultados e especulacodes.

= Agradecimentos. N&o obrigatério. Devem ser concisamente expressados.

»Referéncias. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética,
dando-se preferéncia a artigos publicados em revistas nhacionais e
internacionais, indexadas. Livros e teses devem ser referenciados o minimo
possivel, portanto, somente quando indispensaveis. Sdo adotadas as normas

gerais ABNT, adaptadas para o ABMVZ conforme exemplos:

Como referenciar:

1. Citagdes no texto
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» A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citacdo para evitar interrupcéo

na sequéncia do texto, conforme exemplos:

v/ autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario..., 1987/88) ou
Anuario... (1987/88)

v dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974)

v" mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979)

v' 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 cronolégica ascendente e alfabética de autores para artigos do

mesmo ano.

» Citacdo de citacdo. Todo esfor¢co deve ser empreendido para se consultar o
documento original. Em situacdes excepcionais pode-se reproduzir a informacao
ja citada por outros autores. No texto, citar o sobrenome do autor do documento
nao consultado com o ano de publicacéo, seguido da expressédo citado por e o
sobrenome do autor e ano do documento consultado. Nas Referéncias, deve-se
incluir apenas a fonte consultada.

» Comunicacédo pessoal. Ndo fazem parte das Referéncias. Na cita¢do coloca-se o
sobrenome do autor, a data da comunicacdo, nome da Instituicdo a qual o autor

€ vinculado.

2. Periddicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et
al.):
ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to
alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general del
canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.

3. Publicacdo avulsa (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3

autores et al.):
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DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriolégicos de ostras, mariscos e
mexilhdes. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14.,
1974, Séo Paulo. Anais... Sdo Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades
del cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of
Sciences, 1968. 69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de carne em
bovinos de corte. 1999. 44f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) —

Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

4. Documentos eletrénicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3
autores et al.):

QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of
American Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em: <http://www.

org/critcal6.htm>. Acessado em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. Miami
Herald, 1994. Disponivel em: <http://www.summit.fiu.edu/ MiamiHerld-Summit-
RelatedArticles/>. Acessado em: 5 dez. 1994.

Nota:

= Artigos que nao estejam rigorosamente dentro das normas acima nao serao
aceitos para avaliagéo.

» O Sistema reconhece, automaticamente, como “Desisténcia do Autor” artigos
em diligéncia elou “Aguardando liberagdo do autor’, que nao tenha sido

respondido no prazo dado pelo Sistema.

Taxas de submisséo e de publicagdao:
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»Taxa de submissdo. A taxa de submissdo de R$50,00 devera ser paga por
meio de boleto bancario emitido pelo sistema eletrdnico de submissdo de
artigos. Ao solicitar o boleto bancario, o autor informara os dados para emisséao
da nota fiscal. Somente artigos com taxa paga de submissdo serdo avaliados.
Caso a taxa ndo seja quitada em até 30 dias sera considerado como desisténcia
do autor.

»Taxa de publicacdo. A taxa de publicacdo de R$150,00, por pagina, por
ocasiao da prova final do artigo. A taxa de publicacdo devera ser paga por meio
de boleto bancéario emitido pelo sistema eletrénico de submisséo de artigos. Ao
solicitar o boleto bancério, o autor informara os dados para emissdo da nota

fiscal.

Recursos e diligéncias:

=No caso de o autor encaminhar resposta a diligéncias solicitadas pelo ABMVZ,
ou documento de recurso, 0 mesmo devera constar como a(s) primeira(s)
pagina(s) do texto do artigo somente na versdo em Word.

= No caso de artigo ndo aceito, se 0 autor julgar pertinente encaminhar recurso, 0

mesmo deve ser feito pelo e-mail abmvz.artigo@abmvz.org.br.



