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RESUMO

MACEDO, M. B. Andlise espermética de sémen congelado de bubalino atraves da
microscopia de interferéncia diferencial. [Spermal analysis of bubalino frozen semen
through differential interference microscopy]. 2019. 42 f. Monografia (TCC em
Reproducdo Animal) — Coordenadoria do Curso de Medicina Veterinaria, Instituto da
Saude e Producdo Animal, Universidade Federal Rural da Amazonia, Pard, 2019.

Objetivou-se com esse trabalho avaliar o efeito dos diluidores TES-TRIS, TRIS, Citrato
e Lactose na criopreservacdo seminal de bubalinos, através da microscopia de
interferéncia diferencial. Foram utilizados quatro bubalinos da raca Murrah em plena
atividade sexual. O sémen foi coletado por vagina artificial em duas coletas com um total
de 32 amostras e apds a colheita, cada amostra foi submetida a anélises qualitativas e
quantitativas. Os ejaculados foram fracionados e diluidos nos quatro diluidores. O sémen
diluido foi envasado em palhetas de 0,25 ml e submetidos a um tempo de equilibrio de
quatro horas a 5°C com posterior congelacdo em nitrogénio liquido. As amostras foram
descongeladas a 37° C por 30 segundos e avaliadas quanto a motilidade, vigor e
morfologia espermatica. Apos a descongelacdo do sémen, observou-se diferenca
estatistica na motilidade espermaética, sendo que no sémen in natura se observou 91+0,1%
reduzindo para 53% * 0,2 em TES-TRIS, 36% * 0,1 em TRIS, 22% £ 0,1 em citrato e
40% £ 0,2 em lactose e ao comparar entre os quatro diluidores, apenas 0 TES-TRIS e 0
citrato mostraram diferencas estatisticas significativas.com TES-TRIS com melhor
resultado. Apds o descongelamento, o vigor espermaético teve diferenca estatistica entre
citratocom 1,6 + 1,1e TES-TRIS com 3,3 £ 1,2, apresentando o TES-TRIS como melhor
diluidor em relacdo ao vigor. Quanto as principais patologias encontradas, a Unica que
teve diferenca estatistica foi cauda fortemente dobrada entre TRIS (10,1 + 8,7) e citrato
(2,3 = 1,4), onde o citrato apresentou melhores resultados com menor nimero de cauda
fortemente dobrada. Diante dos resultados observados, é possivel concluir que o melhor
resultado quanto a morfologia espermaética foi o citrato e em relacdo as caracteristicas
fisicas (motilidade e vigor) o melhor resultado foi o TES-TRIS utilizados como
criopreservador de sémen bubalino. A avaliagdo pela microscopia de interferéncia
diferencial foi considerada uma boa ferramenta para analise de sémen criopreservado de
bdfalos, mostrando resultados satisfatorios.

Palavras-chave: Bubalinocultura, criopreservacdo, diluidor, morfologia, microscopia.
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ABSTRACT

MACEDO, M. B. Spermal analysis of bubalino frozen semen through differential
interference microscopy. [Analise espermatica de sémen congelado de bubalino através da
microscopia de interferéncia diferencial.]. 2019. 42 f. Monografia (TCC em Reproducao
Animal) — Coordenadoria do Curso de Medicina Veterinaria, Instituto da Saude e Producéo
Animal, Universidade Federal Rural da Amazonia, Para, 2019.

The objective of this work was to evaluate the effect of TES-TRIS, TRIS, Citrate and
Lactose diluents on the seminal cryopreservation of buffaloes, through differential
interference microscopy. Four buffalo of the Murrah breed were used in full sexual
activity. The semen was collected by artificial vagina in two collections with a total of 32
samples and after the harvest, each sample was submitted to qualitative and quantitative
analyzes. The ejaculates were fractionated and diluted in the four diluents. The diluted
semen was filled into 0.25 ml vats and subjected to an equilibration time of four hours at
5 ° C with subsequent freezing in liquid nitrogen. Samples were thawed at 37 ° C for 30
seconds and evaluated for motility, vigor and sperm morphology. After semen thawing,
a statistically significant difference was observed in sperm motility, with 91 + 0.1% being
observed in semen in natura, reducing to 53% + 0.2 in TES-TRIS, 36% % 0.1 in TRIS,
22% + 0.1 in citrate and 40% = 0.2 in lactose and when comparing the four diluents, only
TES-TRIS and citrate showed statistically significant differences. After thawing, sperm
vigor had a statistical difference between citrate with 1.6 = 1.1 and TES-TRIS with 3.3 £
1.2, presenting the TES TRIS as the best diluent in relation to vigor. As for the main
pathologies found, the only statistically significant difference was a strongly folded tail
between TRIS (10.1 £ 8.7) and citrate (2.3 + 1.4), where citrate presented better results
with lower tail number heavily folded. Considering the observed results, it is possible to
conclude that the best result regarding sperm morphology was citrate and in relation to
the physical characteristics (motility and vigor) the best result was the TES-TRIS used as
a buffalo semen cryopreservant. Differential interference microscopy was considered a
good tool for the analysis of cryopreserved semen of buffalo, showing satisfactory results.

Keyword: Bubalinoculture, cryopreservation, thinner, morphology, microscopy.
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1 INTRODUCAO

A espécie bubalina apresenta grande importéncia no cenério econémico nacional
e mundial, devido sua dupla habilidade de producéo (carne e leite) e sua forca de tracéo,
ocasionando cada vez mais investimentos em programas tecnolégicos semelhantes aos
aplicados em bovinos. Estes programas que usam as biotecnologias reprodutivas como
forma de obter um maior ganho genético nos rebanhos bubalinos existentes no pais,
aumentam a produtividade dos mesmos (ZORZETTO et al., 2016).

Segundo dados do MAPA (2016), o Brasil apresenta uma populacéo total de 1,29
milhdes de bubalinos, sendo que a maior populacdo desses animais é encontrada no estado
do Para com 491 mil cabecas, seguido do Amapa com 271 mil e Sdo Paulo com 95 mil.
Estes animais foram introduzidos no Brasil no final do século passado, inicialmente na
ilha do Marajo, no Para, sendo as racas mais comuns no territério nacional sao:
Mediterraneo, Murrah, Jafarabadi e Carabao.

Devido a sua capacidade de adaptacao, o bufalo doméstico (Bubalus bubalis) pode
ser encontrado em varios paises do mundo e criado em diferentes condi¢es geograficas
e climaticas. Como em outros animais, a criacdo de bufalo depende principalmente de
técnicas de reproducdo bem-sucedidas (PHOGAT et al., 2016). As variagdes nas
caracteristicas reprodutivas e produtivas sdo expressdes resultantes de fatores genéticos e
ambientais. Em geral as causas genéticas tém individualmente menor influéncia em
comparagdo aos fatores ambientais, incluindo-se o clima, manejo, nutricdo e doencas
(TORRES-JUNIOR, 2016).

A participacgdo da espécie bubalina na producdo de alimento nas areas tropicais e
subtropicais aumenta consideravelmente. A criacdo de bufalos destaca-se por ser uma
atividade capaz de incluir pequenos produtores no cenario produtivo, ja que estes animais
apresentam capacidade de sobreviver em locais in6spitos aos bovinos, docilidade, alto
valor agregado em seus produtos derivados e maior rendimento industrial do leite de
bafalos em relagdo ao de bovino (VIEIRA et al., 2011). O leite de bdfala contém maior
teor de proteinas, vitaminas A, D e B2, além de lipideos, porém com menor teor de
colesterol. Ja a carne de bufalo por sua vez é considerada tendo 40% menos colesterol,
12 vezes menos gorduras totais, 55% menos calorias, 11% a mais de proteinas e 10 % a
mais de minerais, se comparada a carne bovina (ABCB, 2013).

Esse crescimento na bubalinocultura provoca aumento da necessidade por animais

selecionados e geneticamente capazes de alavancar a produtividade dos rebanhos.
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Todavia, para esse incremento se tornar viavel, uma das alternativas mais promissoras €
a utilizacdo de biotécnicas aplicadas a reproducdo animal, como meio disseminador de
caracteristicas genéticas desejaveis a fim de melhorar a eficiéncia reprodutiva e produtiva
dos animais (OHASHI et al., 2003).

Com a descoberta hd 50 anos atras do uso do glicerol como crioprotetor, o
armazenamento de sémen foi revolucionado. De acordo com Holt (2000), essa inovagédo
possibilitou que os espermatozoides pudessem ser congelados por um periodo mais
prolongado e depois usados com sucesso na inseminacdo artificial e mais tarde, em
programas de producao in vitro de embrides (LEIBFRIED-RUTLEGE, 1999).

Apesar dessas e de outras vantagens do uso da criopreservacéo, sabe-se que alguns
processos de congelamento podem afetar o potencial de fertilidade em muitos aspectos,
como no decréscimo da motilidade, na alteracdo da membrana celular, na diminuicdo da
integridade do acrossomo e na inducdo da fragmentacdo de DNA (CIPRIANO;
FREITAS, 2013)

Por isso, para minimizar esses efeitos, & necessario que se apliquem protocolos e
meios diluidores adequados. Esses protocolos irdo variar de acordo com as caracteristicas
intrinsecas do sémen da espécie em questdo, pois existem variacdes de perfil de lipideos,
concentracOes de sais, entre outros, no plasma seminal e membranas espermaticas que
proporcionardo exigéncias diferentes entre as espécies (WATSON, 2000).

Nesse contexto, novos diluidores vém sendo testados especialmente porque
muitas das substancias utilizadas sdo importadas e tem um preco elevado. Enguanto
alguns procedimentos para a conservacdo do sémen sdo relativamente simples, outros
como a criopreservagdo tornam-se mais complexos e requerem um conhecimento da
fisiologia do trato genital masculino e dos espermatozoides, bem como o uso de diferentes
compostos produtos quimicos que podem servir como substratos, crioprotetores para
agentes antimicrobianos, nutricdo e protecdo do sémen durante as diferentes etapas do
processo, a fim de obter células viaveis no pos-congelamento (VALE, 2011). Frente ao
exposto, o presente estudo objetivou avaliar o efeito dos diluidores TES TRIS, TRIS,
citrato e lactose na criopreservacdo seminal de bubalinos, utilizando a microscopia de

interferéncia diferencial.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o efeito dos diferentes diluidores na criopreservacao do sémen de bufalos,

através da microscopia de interferéncia diferencial.

2.2 Especificos

Avaliar os efeitos deletérios de diferentes diluidores (TES-TRIS, TRIS, citrato e
lactose) na morfologia espermética de bufalos;
Avaliar o efeito de diferentes diluidores nas caracteristicas fisicas do sémen de

bufalos.



18

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Criopreservacao de sémen bubalino

O processo de criopreservagdo, possibilita a utilizacdo por um longo periodo
(refrigeracdo) ou indeterminado (congelagéo), reduzindo assim, riscos e custos com
aquisicdo e transporte de reprodutores, ainda favorece a difusdo rapida do material
genético entre locais distantes (CASTELO et al., 2008). Todavia, a criopreservagédo de
sémen gera um grande estresse celular, impondo aos espermatozoides condicdes
extremamente desfavoraveis a manutencdo de sua viabilidade (PURDY, 2006).

Os danos causados aos espermatozoides durante o processo de criopreservagao
podem resultar na reducdo de células viaveis. Iniciam-se na membrana plasmatica
atingindo posteriormente a membrana acrossomal e por ultimo as membranas
mitocondriais afetando 0 movimento progressivo dos espermatozoides e
consequentemente a fertilidade (WATSON, 2000).

Além do melhoramento genético, o congelamento de sémen serve como banco de
reserva genética para animais de alto padrdo racial e comercial, propiciando maior
intercambio entre criatorios das mais variadas regides e paises e selecionando individuos
e linhagens quanto a sua fertilidade e congelabilidade. A criopreservacdo também
contribui para minimizar perdas econémicas advindas da morte de reprodutores de alto
valor comercial ou que participem de programas de revitalizacdo de racas, para a
preservacao contra a extingdo de racas nativas e conservacao de espécies ameacadas
(WATSON, 2000).

O primeiro congelamento bem-sucedido de sémen de bdfalo foi relatado por Roy
(1957) e Basirov (1964) sendo o primeiro a relatar prenhez de bubalino com sémen
descongelado. O principio basico para o congelamento de sémen em bubalinos é
semelhante as demais espécies domeésticas. Portanto é necessario que o ejaculado seja
diluido com meios diluidores ou extensores, e seja submetido a uma curva de resfriamento
e tempo de equilibrio, para posteriormente ser realizada uma curva de congelamento e
entdo armazenamento em nitrogénio liquido. Correto binbmio tempo/temperatura
também sdo muito importantes no descongelamento para obtencdo de um sémen de boa
qualidade (BRITO, 2014).

No processo de congelamento, quando uma suspensdo de espermatozoides é

resfriada abaixo de 0°C, cristais de gelo extracelulares comegam a se formar. Isso resulta



19

em aumento da concentracdo de sais no liquido extracelular. A proporcdo de agua
cristalizada como gelo e consequentemente a osmolaridade da solugdo remanescente,
dependem da temperatura. Inicialmente a 4gua do interior do espermatozdide ndo se
congela, mas € resfriada abaixo do ponto de congelamento. A agua se move do interior
do espermatozoide para o meio extracelular, desidratando progressivamente a célula. Se
a velocidade de congelamento é muito lenta, a alta concentracdo de sais intracelulares
causada pela desidratacdo pode danificar o espermatozoide; se a taxa de congelamento
for muito rapida, cristais de gelo intracelular podem se formar. A taxa de congelamento
adequada é um equilibrio entre esses fatores (MAZUR, 1984).

Se a reducdo do volume celular atingir um nivel minimo critico, a bicamada de
fosfolipideos da membrana celular fica muito comprimida e sua estrutura se quebra. Com
isso, as funcbes de transporte e protecdo da membrana ndo podem ser mantidas. Ao
mesmo tempo, rupturas da membrana promovem uma ponte para entrada do gelo
extracelular para o interior da célula. Dessa forma, para que uma substancia tenha boa
acao crioprotetora, deve atuar elevando a osmolaridade intracelular, para controlar a
desidratacdo e ainda interagir com a membrana celular, estabilizando-a (AMANN;
PICKETT, 1987).

Os crioprotetores podem ser classificados como penetrantes (micromoléculas) ou
ndo penetrantes (macromoléculas) de acordo com sua capacidade de atravessar as
membranas celulares (HAMMERSTEDT, 1990). O glicerol e outras substancias como
metanol, etilenoglicol, 1,2-propanodiol, butanodiol, acetamida e DMSO sdo enquadrados
como penetrantes, pois agem no interior da célula (HOLT, 2000).

O efeito protetor do glicerol nos espermatozoides parece estar associado as suas
propriedades coligativas, a reducdo do ponto de congelamento e a consequente reducao
da concentracdo de eletrélitos na fracdo ndo congelada da célula. Isto ajudaria a conter o
prejudicial “efeito solucao”, que € causado pelo aumento da pressdo osmotica no meio
extracelular, em funcdo da concentracdo de solutos na porcdo de agua ainda néo
congelada, que ocorre durante o processo de congelamento. Ou seja, o glicerol penetrando
na célula, provoca rapida saida de agua intracelular seguido de lento retorno do volume
interno inicial (HOLT, 2000).

O grupo dos crioprotetores ndo penetrantes inclui as proteinas, agucares de
elevado peso molecular, polivinilpirrolidona, entre outros, que atuam atraves de

mecanismo osmotico promovendo a desidratacdo celular, durante o congelamento e
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impedindo a formacé&o de cristais de gelo no interior da célula, por restaurar o percentual

de &gua ao redor dos grupos polares da cabeca dos fosfolipidios (HOLT, 2000).

3.2 Diluidores de sémen (TES-TRIS, TRIS, Citrato e Lactose)

Os diluidores devem ser capazes de proteger as diferentes estruturas do
espermatozoide em todas as etapas do processo de criopreservacdo. Portanto, além da
diminuicdo do plasma seminal, os diluidores possuem componentes que mantem a
osmolaridade adequada e o equilibrio eletrolitico do meio, controlam o crescimento
bacteriano, proporcionam o tamponamento de pH e fornecem nutrientes como fonte de
energia aos espermatozoides. Os diluidores seminais também possibilitam aumento do
volume do ejaculado, protegem os espermatozoides (membranas plasmaticas) dos efeitos
danosos das mudancas térmicas (choque térmico) e facilitam a visualizacdo da motilidade
espermatica (HOLT, 2000; AISEN, 2008).

Quanto aos diluidores utilizados no congelamento do sémen da espécie bubalina,
diversos ja tem sido testado, na maioria das vezes diluidores ja utilizados para o
congelamento de sémen de bovinos que tentam ser adaptados para utilizacdo em
bubalinos (ANDRABI, 2009; VALE, 2011).

Um dos mais comuns € o TES-TRIS (N-Tris (hidroximetil) metil-2-
aminoetanossulfonato), um diluente que tem sido utilizado ha mais de 20 anos, especifico
para bufalo, que contém constituintes que permitem resultados pds-criopreservacao
homogéneos (VALE et al., 1984; RASUL et al., 2000; SILVA et al., 2002). Hoje, o TES-
TRIS ainda é amplamente utilizado e até serve como um diluente de controle em
experimentos avaliando o uso de outros diluentes para o congelamento de sémen de
bdfalo (MOOSE et al., 2007; GONCALVES et al., 2011; BRITO, 2014).

Segundo Brito (2014), o TES-TRIS trata-se de um diluidor com o segundo melhor
resultado de motilidade total pds-descongelamento e com formula conhecida. Em seu
estudo, Reis et al. (2017) constatou que uma maior porcentagem de espermatozoides com
membranas plasmaticas intactas foi observada com o diluidor TES-TRIS quando
comparado ao diluidor a base de &gua de coco em pd, o ACP-112® em sémen de
bubalinos.

Miyasaki (2014), ao comparar TRIS com leite desnatado na mensuragéo do vigor
espermatico de bubalinos, constatou que houve uma diminuicao nos valores do vigor na

fase de pré-congelagdo se comparada a de pos-congelacéo. Este baixo decréscimo pode
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estar relacionado com o maior consumo de substratos pelo meio celular, principalmente
a frutose, havendo uma reducéo da atividade metabolica dos espermatozoides no decorrer
do processo, além de uma maior metabolizacdo de ATP (ABDEL-GHAFFAR et al.,
1994; KAMP et al., 2003). Assim sendo, Miyasaki (2014) pode inferir a importancia da
presenca de substancias tampdes, como no caso o TRIS, na reducdo do metabolismo da
frutose, contribuindo para a preservacdo da energia das células espermaticas (SILVA,
2005).

Segundo Miyasaki (2014), também na mensuracao da motilidade espermatica de
bubalinos, o diludor TRIS foi o que apresentou melhor média com 70+6,92, em
comparagao ao Ringer-Lactato, Lactose/ TRIS e Leite Desnatado.

O citrato j& é encontrado no metabolismo das células espermaticas. Ele juntamente
com enzimas e PSA, formam um fluido produzido pela préstata e esse fluido € essencial
para a fecundacdo. Esse liquido corresponde a um terco do total do sémen, sendo
eliminado durante a ejaculacdo, cuja funcdo € ativar os espermatozoides (MARIEB;
HOEHN, 2009).

Dias (2010) em seu estudo, comparando o diluidor citrato de sédio com o TRIS e
o Ringer lactato em sémen descongelado de caprinos, obteve menor porcentagem de
células integras (através do teste supravital), e também menores valores de motilidade e
vigor nos diluidores testados.

Segundo Kumar et al. (1994), os agUcares quando presentes ao redor da membrana
celular, parecem dar protecdo a célula. Por isso, acUcares permeaveis como a frutose,
manose, glicose e aglcares ndo-permeaveis como a rafinose, sacarose e lactose, tém sido
selecionados para fornecer crioprotecdo as células espermaticas durante a congelacao;
bem como acucares de peso molecular mais alto, como por exemplo a rafinose, lactose e
frutose. Segundo Lusignan et al. (2011), a lactose é o agUcar mais abundante no leite
(4,8%) e parece melhorar a eficiéncia dos diluidores, embora néo seja capaz de proteger
0s espermatozoides isoladamente

Quanto aos diluidores utilizados no congelamento do sémen da espécie bubalina,
diversos ja tem sido testados na maioria das vezes diluidores ja utilizados para o
congelamento de sémen de bovinos que tentam ser adaptados para utilizacdo em
bubalinos (ANDRABI, 2009; VALE, 2011).
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3.3 Avaliacéo seminal de bubalinos

A avaliacdo androldgica dos animais domésticos visa determinar a aptiddo
reprodutiva de um individuo. Um dos parametros importantes para a determinacéo da
analise do ejaculado na avaliacdo androldgica é a motilidade espermatica. Deve ser
avaliada imediatamente ap0s a coleta, de forma subjetiva, em microscdpio, ou por
metodologia computadorizada, CASA. Segundo escala elaborada por Vale (2011) um
ejaculado pode ser considerado de muito boa motilidade quanto apresentar acima de 80%
de espermatozoides mdveis e de pobre motilidade quando se apresentar abaixo de 20%.
Outros parametros importantes analisados sao o vigor e 0 nimero de espermatozoides
morfologicamente normais, cujos valores desejaveis sdo > 3 e > 70%, respectivamente
(CBRA, 2013).

De acordo com Palacios (2005), a morfologia dos espermatozoides ¢ um fator
determinante na capacidade de fertilizacdo do espermatozoide, uma vez que existe uma
correlagdo entre os defeitos do espermatozoide e a infertilidade. A classificacdo da
morfologia espermatica segundo Bloom (1972), € dividida em dois grupos: defeitos
maiores e defeitos menores. No primeiro grupo se encaixam defeitos com patologias de
cabeca, acrossomo e peca intermediaria, como cabeca isolada anormal, cabeca piriforme,
gota citoplasmatica proximal, cauda fortemente dobrada, entre outros. Ja no segundo
grupo de defeitos menores, se encaixam: cabeca isolada normal, defeitos de implantacao,
cauda dobrada, gota citoplasmatica distal, entre outros (CBRA, 2013).

Outro importante parametro que avalia a qualidade do ejaculado é a percentagem
de espermatozoides vivos na amostra. Segundo Sansone et al. (2000) uma amostra de
sémen com mais de 30% de espermatozoides mortos, antes do resfriamento, ndo pode ser
aceita para o processo de criopreservacao. A avaliacdo de viabilidade pode ser realizada
por coloragdo com Eosina. Nessa coloragdo os espermatozoides vivos irdo se apresentar
claros ou sem coloragdo, enquanto os mortos teréo forte tonalidade rosea (VALE, 2011).

Segundo Miyasaki (2014), em seu trabalho ele pode concluir que a excelente
qualidade dos ejaculados obtidos demonstraram claramente o excepcional status
reprodutivo dos animais estudados, sem davida fruto da grande selecdo a que sdo
submetidos, j& que séo criados dentro de padrdes zootecnicos e sanitarios recomendados,
além dos critérios técnicos de manejo reprodutivo utilizados dentro do processamento e

da criopreservacdo do sémen.
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3.4 Microscopia de interferéncia diferencial

Assim como na microscopia de contraste de fase, 0 microscopio de contraste de
interferéncia diferencial tem a imagem produzida a partir de diferencas de densidade do
objeto observado. Ele é util para o trabalho com materiais de até mais de 100 mm de
espessura, que sdo inadequados para o contraste de fase, ou quando se esta visualizando
pequenos detalhes sem corar, cujo halo de contraste de fase esteja causando distor¢Ges na
imagem. Aléem de ser a mais popular, a microscopia de contraste de interferéncia
diferencial ainda tem uma vantagem sobre a técnica anteriormente citada: € a de maior
resolucéo e sensacéo de relevo (VIEIRA, 2015).

Por isso, a microscopia de contraste de fase e microscopia de contraste de
interferéncia diferencial — DIC, sdo ideais para a técnica de preparacdo umida, na qual os
espermatozoides ndo sdo corados, em virtude dessa microscopia ser capaz de destacar 0s
contornos celulares, (JOHNSON et al., 1997; CELEGHINI, 2005). A metodologia com
l&mina imida em microscopia de contraste de interferéncia diferencial deve ser priorizada
pela melhor observacdo dos defeitos espermaticos, uma vez que esfregacos corados
apresentam mais artefatos de técnica aumentando os defeitos de cauda, peca intermediaria
e cabeca isolada. Adicionalmente, laminas coradas exibem uma diminuicdo da
observacdo de alguns defeitos maiores como alteracdes de acrossoma, vacuolos e gotas
citoplasmaticas (FRENEAU et al., 2010).

Segundo Barnabe et al. (1981), a microscopia de contraste de interferéncia
diferencial permite avaliar caracteristicas da morfologia dos espermatozoides em
preparacfes Umidas de sémen utilizando formol salino tamponado ou 0,2% de
glutaraldeido em tampao fosfato salino, o que seria invidvel utilizar esfregacos por serem
prejudiciais aos espermatozoides. O glutaraldeido permite a fixacdo das amostras de
sémen prevenindo lesGes celulares e possibilitando o armazenamento da amostra em mais
de 29 dias.

Em estudo comparativo Barnabe et al. (1981), obteve porcentagens mais altas de
alteracbes no acrossomo e de defeitos maiores em amostra de sémen fixadas com
glutaraldeido em tampéo fosfato salino examinado em microscopia de contraste de
interferéncia diferencial se comparada a solucdo de formol salino tamponado em
microscopia de contraste de fase em sémen congelado de bovinos. Ja em relacdo aos
defeitos menores, os dois métodos ndo diferiram quanto as anormalidades. No entanto,

devido a halos de interferéncia em torno do espermatozoide, a resolugdo ndo é tdo boa
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quanto a obtida com o microscopio de contraste de interferéncia diferencial. Essa técnica
fornece exame com um excelente método para examinar diretamente amostras de
espermatozoides para anormalidades com alto grau de preciséo, o que melhorou muito o
programa de controle de qualidade do sémen congelado.

Pelo fato dos espermatozoides fixados no glutaraldeido ndo serem tao afetados
por lesbes celulares ou no tempo de armazenamento em mais de 29 dias, amostras
seminais podem ser fixadas e enviadas para avaliagdo em laborat6rios onde a microscopia
de contraste por interferéncia diferencial esteja disponivel. As alteracdes de acrossomo
mais encontradas sdo: perda da crista apical, inchaco da capa acrossomal anterior com
formacdo do segmento equatorial a deterioracdo e perda do capuz acrossomal anterior.
Os defeitos maiores mais comuns eram cabecas anormais e gotas proximais, enquanto
defeitos menores foram principalmente as caudas enroladas. A vantagem do uso da
microscopia de interferéncia diferencial é que pode ser feita sem coloragédo de esfregacos
de sémen, 0 que economiza tempo na preparacdo das laminas e reduz as chances de

artefatos geralmente produzidos em preparacdes mortas (BARNABE et al., 1981).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e local

O presente estudo foi realizado na Fazenda Rotak, localizada no municipio de
Viseu — PA, localizado no nordeste paraense (01° 11° 48” de latitude (S) e 46° 08’ 24” de
longitude (W), distante aproximadamente 330 km da cidade de Belém. Foram utilizados
como doadores de sémen quatro touros bubalinos (Bubalus bubalis), clinicamente sadios,
da raca Murrah, com maturidade sexual, idade média de trés anos. Os animais eram
mantidos em sistema intensivo proximo ao local de colheita, com alimentacéo ofertada
duas vezes ao dia, composta por racdo a base de milho e soja, forragem verde (Brachiaria
humidicola, Pennisetum purpureum e Panicum maximum). Todos os animais tinham

acesso ad libitum a dgua e suplementacdo com sal mineral.

4.2 Coleta e avaliacdo do sémen in natura

O sémen foi coletado por meio do método de vagina artificial, adaptada para
espécie bubalina com temperatura interna variando entre 42°C a 46° C (OHASHI et al.,
2011), trés vezes durante a semana no horario entre cinco e sete horas da manha, com
utilizacdo de uma fémea bubalina como manequim. Previamente a coleta, os touros foram
devidamente higienizados, sendo realizada uma falsa monta para estimulacdo sexual. Os
ejaculados foram coletados em tubos graduados tipo Falcon acoplados a vagina artificial.

Para evitar choque térmico e alteracdes das caracteristicas seminais, o laboratorio,
foi mantido em temperatura ambiente e 0s materiais que entraram em contato com o
sémen permaneceram a 37°C com auxilio de mesa aquecedora, platina aquecedora e
banho-maria.

Foi determinado o volume de sémen, expresso em mililitros (mL), a avaliacdo
visual da cor e aspecto do ejaculado e o pH seminal por meio de fitas comerciais
especificas. Por conseguinte, foi avaliado as caracteristicas fisicas e morfoldgicas dos
ejaculados individualmente, iniciando-se pelo turbilhonamento (0-5), motilidade
progressiva (0-100%), vigor (0-5) e concentragao espermatica (contagem das células em
camara de Neubauer). Todos os dados referentes as analises pré e pds-criopreservagao

foram registradas em fichas individuais.
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Figura 1. Coleta de sémen por método de vagina artificial.
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Fonte: Gongalves (2016).

4.3 Diluidores de sémen

Foram testados quatro diluidores: o TES TRIS, o TRIS, o citrato e a lactose. O
TES TRIS é composto por 24,5 g de TES; 5,03 g de TRIS; 1,08 g de D-Frutose; 700 mg
de estreptomicina, 70 mg de penicilina G potassica; 600 ml de dgua Milli-Q; e 11 g de
leite desnatado (GARCIA, 2010).

O TRIS (hidroximetil-aminometano) é constituido por 12,11 g de TRIS; 6,8 g de acido
citrico; 2,05 g de D-frutose; 2,05 g de lactose; 1 mg/ml de sulfato de estreptomicina e
1.000 Ul/ml de Penicilina G-Potéssica; e 500 ml de agua Milli-Q (RAMOS, 2016).

O terceiro diluidor € o CITRATO, composto por 73 ml de citrato de sodio a
2,94%; 1 g de D-frutose, 1 mg/ml de estreptomicina; 1.000 Ul/ml de Penicilina-G-
Potassica; e 500 ml de agua Milli-Q. O dltimo diluidor foi a LACTOSE composto por
73 ml de lactose a 11%; 1 g de D-frutose; 1 mg/ml de estreptomicina e 1.000 Ul/ml de
Penicilina-G-Potassica; e 500 ml de agua Milli-Q (RAMOQOS, 2016). Em todos os quatro
diluidores foram adicionados 7 ml de glicerol e 20 ml de gema de ovo, e posteriormente
foram centrifugados a 3.500 RPM por 15 minutos para sedimentar elementos mais
pesados. E por altimo, foram aliquotados em Eppendorfs e mantidos congelados em
freezer (-20°C). A osmolaridade dos diluidores foi padronizada em 290 + 5 mOsm e Ph
de 6,8a7,0.
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4.4 Criopreservacgao

O sémen in natura analisado sob microscopia 6ptica (Nikon®, modelo E 200,
com aumento de 400 X), sendo que os ejaculados com motilidade progressiva > 70% e
vigor > 3 foram criopreservados (CBRA, 2013). As aliquotas seminais foram
individualmente separadas e pré-diluidas em quatro diferentes diluidores (TES-TRIS,
TRIS, Citrato e Lactose) e submergidas, em tubos tipo Falcon graduados, no banho-maria
a uma temperatura de 37°C. Para a diluicéo final os diluidores foram adicionados com o
objetivo de obter uma concentragdo de 30x10° espermatozoides por dose.

Posteriormente a diluicdo, o sémen foi envasado manualmente em palhetas de
0,25 ml previamente identificadas e armazenadas em refrigerador a 5°C, a uma taxa
decrescente de temperatura de 0,25°C/minuto, somando um total de tempo de equilibrio
de quatro horas. Ao fim da fase de resfriamento as palhetas foram transferidas em posicédo
horizontal para uma plataforma contendo vapor de nitrogénio liquido (-130°C) por um
periodo de 20 minutos. Em seguida, as palhetas foram submergidas diretamente no
nitrogénio liquido (-196°C) e condicionado em “racks” especiais, armazenadas em

botijes criogénicos até sua utilizacao.

Figura 2. Palheta de sémen ap6s a descongelacéo.
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Fonte: Arquivo pessoal.

4.5 Avaliacdo pos-criopreservacao

Para as avaliac@es, foi preparado dois microtubos (eppendorfs - 2 ml) com 400 pl
de Talp-fiv ou Fert-talp em cada. Uma palheta de cada ejaculado contendo os diluidores
TES-TRIS, TRIS, CITRATO e LACTOSE dos 4 touros foi descongelada em banho maria
a 37° C durante 30 segundos (MIYASAKI, 2012) e colocada em um microtubo
(eppendorf - 2 ml). Dessa amostra de semen descongelada, foi retirado 400 ul e
adicionado no microtubo com Talp-fiv que posteriormente foi submetido a centrifugagéo

de 3.000 rpm durante 5 minutos.
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Ap0s esse processo, foi retirado 40 ul do pellet de sémen e colocado em outro
microtubo contendo 400 pul de Talp-fiv. e submetido a uma segunda centrifugagdo com
mesma rotacdo e tempo. Logo apds a centrifugacdo, foi retirado 25 pl de sémen e
colocado em um microtubo vazio. Foi retirada dessa amostra, 10 ul de sémen e colocado
em lamina e laminula para analise de motilidade e vigor. Com o restante da amostra foi
adicionado 300 pl de formol salino tamponado para a contagem da morfologia

espermaética, de acordo com Bloom (1972).

Figura 3. Descongelacdo de palheta de sémen em banho-maria a 37°C.

Fonte: Arquivo pessoal.

4.6 Defeitos maiores e menores

Em relacdo aos defeitos, o estudo foi dividido em trés grupos, o de defeitos
maiores, o de defeitos menores e o Gltimo grupo que é de defeito total que é a soma dos
dois primeiros. No grupo de defeitos maiores se incluem: cauda fortemente dobrada,
cauda fortemente enrolada, gota citoplasmatica proximal, granulo do acrossoma,
diadema, cauda dupla, peca intermediaria em saca-rolhas, peca intermediaria fraturada e
cabeca pequena anormal. Ja a classificacdo do grupo de defeitos menores é: cauda
dobrada, cauda enrolada, gota citoplasmatica distal, cauda dobrada com gota
citoplasmatica proximal, cabeca isolada normal e implantacdo abaxial (BLOM, 1972).
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Figura 4. Anormalidades morfoldgicas observadas no sémen de bubalinos em microscopia de interferéncia
diferencial com aumento de 100 X. A) Normal; B) Cauda dobrada; C) Gota citoplasmatica proximal; D)
Cauda fortemente enrolada.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 5. Espermatozoide com peca intermediaria dupla no DIC.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 6. Espermatozoide com cabeca isolada normal no DIC.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 7. Espermatozoide com implantacdo abaxial no DIC.

Fonte: Arquivo pessoal.
Figura 8. Espermatozoide com granulo do acrossomo no DIC.

/

Fonte: Arquivo pessoal.
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4.7. Microscopia de interferéncia diferencial

As analises foram realizadas no laboratorio de pesquisa Carlos Azevedo (LPCA)
da Universidade Federal Rural da Amazonia, com o microscopio do modelo AXIO Scope
A.1, da marca Zeiss. A primeira analise pos-criopreservacao foi de motilidade e vigor em
lamina e laminula com objetiva de 40 X, e a segunda analise foi feita com a objetiva de
100 x com lamina e laminula adicionando o 6leo de imersdo, com o recurso utilizado de

bater fotos durante a analise para comprovacao dos dados.

Figura 9. Microscopio de interferéncia diferencial AX10 Scope A.1.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 10. Imagem de microscopia de interferéncia diferencial durante avaliacdo de sémen bubalino, em
aumento de 40 X.

Fonte: Arquivo pessoal.

4.8 Analise estatistica

Os dados foram alocados em planilhas eletrénicas e posteriormente avaliados
através de software especializado SAS University Edition (2019). As média e desvios
foram calculados através do procedimento PROC MEANS e para avaliagdo de variacdo
entre as mesmas foram submetidas ao teste de Analise de Variancia (ANOVA) e as

médias desiguais foram comparadas pelo Teste de Tukey, com 5 % de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Motilidade e vigor

Na tabela 1 pode-se verificar que houve somente diferenca estatistica entre os
diluidores TES TRIS e CITRATO em relacdo a motilidade e vigor. O TES TRIS
apresentou 53% = 0,2 de motilidade e 3,3 + 1,2 para vigor, jad 0 CITRATO obteve médias
de 22% £ 0,1 para motilidade e 1,6 + 1,1 para vigor, sendo assim o diluidor que se
apresentou mais eficaz em relagéo a motilidade e vigor foi o TES-TRIS.

Tabela 1. Motilidade e vigor espermatico do sémen de bufalos congelado com diferentes tipos de diluidores
e 0 sémen fresco.

Fresco Citrato Lactose TES-TRIS TRIS
Motilidade 91+0,1% 22% +0,1AC 40% £ 0,24 53% + 0,278 36% 0,14
Vigor 4 16+1,1A° 2,1+12A 33+12A8B 22+12A°
Volume 2,5+0,9%

Turbilhonamento 3,3+0,7%

Letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Provavelmente o diluidor TES-TRIS se diferiu estatisticamente do CITRATO em
relacdo a motilidade e vigor espermaticos, devido possuir a combinacédo de dois agUcares,
a lactose ja presente no leite e a frutose, agindo externamente na membrana celular e
sendo preferencialmente utilizada pelo espermatozoide, por algum substrato naturalmente
presente no plasma seminal (YASEEN IBRAHIM, 1975) e também por esse diluidor
possuir as micelas de caseina que fornecem protecdo adicional para o espermatozoide
(MANJUNATH, 2012).

O TES-TRIS é um diluidor onde séo reportadas motilidades pos-descongelamento
variando de 20 a 73% (BRITO, 2014), dentro das médias encontradas no presente estudo.
Os valores encontrados para motilidade espermatica no meio TES-TRIS, imediatamente
apos o descongelamento, estdo préximos daqueles descritos por Brito (2014), onde a
motilidade foi 37,13+£10,12 para bufalos e préximos também aos resultados encontrados
por Moose (2007), cuja motilidade foi de 35,65 + 3,80 também em sémen de bubalinos
no teste de termo-resisténcia (TTR) a zero hora.

Esse estudo corroborou com Pessoa (2011), que teve médias de motilidade de 39,5

+ 23,8 em sémen bubalino congelado com TES-TRIS. Porém foram inferiores aos
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descritos por Guimaraes (2010) com valor de 80,4 + 7,8 para criopreservacao de sémen
ovino com TES TRIS.

Em relagdo ao vigor com o diluidor TES-TRIS, resultados semelhantes foram
encontrados com Moose (2007), com médias de 3,41 + 0,29 em teste de termo-resisténcia
a zero hora com sémen de bubalino. Entretanto foram inferiores aos resultados pos-
descongelacéo encontrados por Pessoa (2011), com valores de 2,4 + 0,6 para bubalinos e
Guimarées (2010) com valores de 4,4 + 5,3 para ovinos.

Swelum (2011) em seu estudo, obteve valores de 50.25 + 0.85 de motilidade a 0
hora quando utilizou o TRIS centrifugado com gema de ovo e glicerol, acima do
encontrado no presente estudo.

Dias (2010), em sua pesquisa com sémen de caprinos descongelado apresentou
motilidade de 32,8 + 1,4 para TRIS e 26,3 £ 2,4 para CITRATO, ja no vigor apresentou
3,2x0,1paraTRISe 2,5+ 0,2 parao CITRATO, semelhante aos valores encontrados na
presente pesquisa.

Ao analisar parametros de motilidade e vigor esperméticos com o diluidor TRIS
utilizando garranhdes na raca Mangalarga Marchador, Costa (2014) encontrou
parametros de motilidade de 17,26+11,40 e vigor de 1,62+0,96, valores inferiores ao
encontrados na presente pesquisa para 0 mesmo diluidor TRIS.

Felipe-Silva et al. (2011), ao utilizar o diluidor Nagase (a base de LACTOSE)
obteve médias de 37,50% de motilidade e 3,56 de vigor, sendo semelhante ao valor
encontrado nessa pesquisa para motilidade porém se diferindo em relacdo ao vigor, com

valores acima da presente pesquisa.
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5.2 Principais patologias

De acordo com a tabela 2, houve somente diferenca estatistica entre TRIS e
CITRATO na patologia de cauda fortemente dobrada. O citrato apresentou melhores
resultados com menor nimero de cauda fortemente dobrada com 2,3 + 1,4, ja o TRIS teve
médias e desvio padrdo de 10,1 + 8,7. Nesse contexto, podemos afirmar de acordo com
Salviano et al. (2008) que o acido citrico e o TRIS (hidroximetil-aminometano) s&o
utilizados como base ou principal componente de varios diluentes, e ambos tém funcgéo
de tamponar o meio com papel importante na manutencdo do equilibrio osmético. O
citrato foi o que obteve menores quantidades de patologias, e isso pode ter acontecido
devido esse diluidor favorecer a entrada mais lenta do crioprotetor glicerol no interior da
célula espermatica, auxiliando na regulacéo do equilibrio osmotico durante o processo de
congelacao e também a presenca de acUcares (D-frutose) na sua formulacdo que servira
como fonte de energia (MACHADO; SIMPLICIO, 1995).

Tabela 2. Principais patologias encontradas nos espermatozoides de sémen bubalino descongelado.

Fresco TES-TRIS TRIS Citrato Lactose
Cauda dobrada 20+£19 42,8 + 26,3~ 35,8 £22,84 25,6 £8,24 475+ 24547
Cauda fortemente dobrada 15,8+14,2 4,4 +394 10,1 + 8,7A¢ 2,311,448 6,4+£3,64
Cauda enrolada 0,3+0,5 2+0A 0+0A 004 1404
Cauda fortemente enrolada 0,2+0,2 28+16"° 22+09A° 31+194 3,1+14A
Gota citoplasmatica proximal 0,7+0,1 1,8+1,2A 2,7+14A 36x2,7A 44 +3A
Gota citoplasmatica distal 0,2+0,4 24,7+ 16,84 28,4+2264 16,2+ 114 24,8 +1534

Letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Valores superiores ao dessa pesquisa foram encontrados por Silva (2005), em
espermatozoides com cauda dobrada de bovinos jovens da raga Gir leiteiro utilizando o
diluidor Nagase (a base de LACTOSE) com médias de 10,75%.

Em relagcdo a microscopia de interferéncia diferencial, para Saacke et al. (1998),
embora a identificacdo de espermatozoides portadores de defeitos de cabega seja possivel
por meio do DIC, a observacdo de elementos, como o formato da cabeca do
espermatozoide, requer o emprego de métodos mais objetivos, como a analise
computadorizada da morfometria espermatica (ASMA), técnica que pode proporcionar a
identificacdo de touros com problemas de fertilidade (PARRISH; FOOTE, 1987).
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5.3 Defeitos maiores e menores

Na tabela 3 esta representado as médias e desvio padrdo em relacdo a morfologia
espermatica (defeitos maiores, menores e totais) e os quatro diluidores testados, onde ndo
foi encontrada diferenca estatistica entre os defeitos e os quatro diluidores testados. Porém
foi encontrada diferenca matematica entre os quatro diluidores onde o Citrato obteve
menores valores de defeito total com 49,1 + 13, se apresentando como melhor diluente
nessa categoria. De acordo com Leite et al. (2011), um sistema tampao deve ser um dos
constituintes do diluidor para neutralizar os ions hidrogénio produzidos pelo metabolismo
dos espermatozoides, mantendo o pH da solucdo préximo a neutralidade (6,8 a 7,1). Os
meios tampdes mais utilizados nos diluentes para sémen sdo o CITRATO, pois suas

propriedades tamponantes melhoram a solubilidade das fracGes proteicas da gema do ovo.

Tabela 3. Defeito maior, defeito menor e defeito total encontradas no sémen de bufalos criopreservado
com diferentes diluidores.

TES-TRIS TRIS Citrato Lactose
Defeito maior 84+51 152+91 7847 128+6,4
Defeito menor 64 +23,1 59,3 + 29,7 41,2+115 68,2+ 19,4
Defeito total 72,4 £ 26,6 745+318 49,1+13 81,5+234

Dias (2013), ao testar o diluidor citrato de s6dio em sémen caprino descongelado
obteve médias inferiores de defeitos maiores com 5,68 + 3,98 e de defeitos menores 4,77
+ 7,45. Se comparado ao presente estudo, Miyasaki (2014) também obteve médias
inferiores de defeito maior comparando o diluidor TRIS com 15,18+4,7 para sémen
bubalino descongelado.

Gongcalves et al. (2014), ao suplementar bubalinos com 6leo de palma em sua
alimentacdo obteve médias de defeito maior de 13,4+3,8 nos ejaculados, semelhante ao
valor encontrado nos defeitos maiores com o diluidor LACTOSE de 12,8 + 6,4 no
presente estudo. Por sua vez diferiu dos resultados de defeito menor dessa pesquisa, com
médias de 10,1+3,4 para ejaculados de bubalinos suplementados com 6leo de palma.

Emerick (2010), reportou média de 10,5% para defeitos maiores em tourinhos
Tabapua com semen criopreservado com o diluidor lactose-gema, e 5,2% para defeitos
menores, assemelhando-se aos valores da pesquisa em defeitos meiores porém diferindo

em defeitos menores.
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Ao comparar 2 diferentes diluidores na criopreservacdo seminal de touros da raca
Gir leiteiro, Felipe-Silva (2011) obteve valores de 24,5% para o diluidor Nagase (a base
de LACTOSE) e 27,87%, para o diluidor Bioxcell (a base de lecitina) para defeito total.

Portanto, o valor se diferiu do presente estudo em relacéo ao diluidor LACTOSE.

6 CONCLUSAO

Com base nos resultados do presente estudo, é possivel concluir que utilizando
quatro diluidores diferentes (TES-TRIS, TRIS, citrato e lactose) na congelacédo de sémen
de bufalos, o diluidor TES TRIS apresentou melhores resultados para motilidade e vigor
e 0 CITRATO apresentou menores quantidades de patologias e defeito total apds a
criopreservacao do sémen bubalino. Foi possivel observar também que a microscopia de
interferéncia diferencial é uma boa ferramenta para a analise de sémen criopreservado de

bufalos, mostrando resultados satisfatorios na pesquisa.
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