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RESUMO

A utilizacdo de substdncias com potencial de crioprotecdo é de extrema
importancia para a conservacdo de sémen, sendo a gema de ovo, a op¢do mais utilizada
para este fim. Com o intuito de reduzir os impactos no mercado mundial quanto ao uso
de substancias de origem animal, devido a possivel disseminacdo de doencas atraves da
inseminagdo artificial, o objetivo do trabalho foi avaliar o diluidor a base de agua de
coco em p6 ACP-101°, adicionado de Aloe vera no processo de resfriamento do sémen
caprino a 4°C, quanto aos parametros cinéticos e de vitalidade, através de andlise
computadorizada (SCA®, Microptics S.L., Espanha), durante um perfodo de 48 horas.
Um pool dos ejaculados de quatro reprodutores caprinos, foi dividido em cinco
aliquotas de 50 pl cada, de acordo com os tratamentos: T1 (ACP-101®) — grupo
controle; T2 (ACP-101® + 5% gema de ovo); T3: (ACP-101® + 10% gema de ovo); T4:
(ACP-101® + 5% Aloe vera); T5: (ACP-101° + 10% Aloe vera). Posteriormente as
diluicdes o sémen foi avaliado através de analise computadorizada, tanto no tempo de
Oh (sémen fresco e diluido) quanto nos tempos de 6, 12, 24 e 48 horas de resfriamento.
Também foi realizado o teste de vitalidade, através da coloracdo de eosina-nigrosina,
sendo analisadas 200 células espermaéticas/lamina. Os pardmetros de motilidade
progressiva (MP), velocidade em linha reta (VSL) e velocidade média do percurso
(VAP) foram analisados através da ANOVA, e o teste de Student-Newman-Keuls
(SNK) foi empregado para comparacdo das meédias correspondentes. Os outros dados
(VCL — velocidade curvilinear, LIN — linearidade, ALH — amplitude do deslocamento
lateral da cabeca, MT — motilidade total e Teste de Vitalidade) foram analisados por
meio do teste de Kruskall Wallis, sendo, os resultados expressos como media * erro
padrdo da média e as diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05. No
T2 foi encontrada uma MT significativamente superior nos tempos de 0 e 6 horas de
resfriamento, quando comparada com os demais tratamentos. Porém nos tempos de 24 e
48 horas, 0 T4 obteve as melhores médias e estas ndo diferiram entre si (70,32% + 4,46
e 71,60% = 4,13, respectivamente). Quanto a MP ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos até as 12 horas de resfriamento, mas a partir das 24
horas, o T4 apresentou médias significativamente superiores (p<0,05) quando
comparado com os tratamentos que utilizaram gema de ovo (T2 e T3), sendo
semelhante ao grupo controle. No teste de vitalidade foram encontrados valores
porcentuais significativamente superiores no T2 (87,54% + 2,05) quando avaliado o
tempo de Oh. No decorrer da estocagem do sémen (24 e 48 horas) foram observadas
médias superiores no T4 (63,88% + 6,20 e 60,00% =+ 5,77, respectivamente) quando
comparado com o T2 (37,33% * 8,67 e 21,63% + 7,88) e 0 T3 (37,00% + 8,16 e
22,54% + 8,89), ndo obtendo diferengas estatisticas com 0s demais tratamentos
(p>0,05). Em conclusédo, a utilizacdo do extrato bruto de Aloe vera adicionado ao
diluidor ACP-101®, na concentracdo de 5%, é capaz de manter os pardmetros
espermaticos por um periodo de resfriamento a 4°C de até 48 horas, sendo um estudo
prévio para a avaliagdo da interacdo desta substancia com este diluidor, para posteriores
estudos de criopreservagdo seminal.

Palavras-chave: Caprino. Resfriamento. ACP-101°. Aloe vera. Gema de ovo.



ABSTRACT

The use of substances with potential for cryoprotection is of extreme importance for the
preservation of semen and the egg yolk, most often used for this purpose. Aiming to
reduce the impacts on the world market for the use of substances of animal origin, due
to the possible spread of disease through artificial insemination, the objective was to
evaluate the extender based on powder coconut water (PCW-101,,) and the addition of
egg yolk or Aloe vera in the cooling process of goat semen at 4°C, on the Kinetic
parameters and vitality, through computer analysis (SCA®, Microptics SL, Spain) for a
period of 48 hours. A pool of ejaculates from four male goats were divided in five
aliquots of 50 pL each in accordance with the treatments: T1 (PCW-101,,) - control
group, T2 (PCW-101,, + 5% egg yolk); T3: (PCW-101,, + 10% egg yolk) and T4:
(PCW-101,, + 5% Aloe vera), T5: (PCW-101,, + 10% Aloe vera). Aftermost to the
dilution the semen was evaluated by computerized analysis, both in time Oh (fresh
semen and diluted) as in the times of 6, 12, 24 and 48 hours of cooling. Also was a test
of vitality, after staining with eosin-nigrosine and analyzed 200 sperm cells / smear. The
parameters of progressive motility (PM), velocity straight line (VSL) and average
velocity of the path (VAP) were analyzed by ANOVA and Student-Newman-Keuls test
(SNK) was used to compare the corresponding averages. Other data (VCL - curvilinear
velocity, LIN - linearity, ALH - amplitude of lateral head displacement, MT — total
motility and Vitality Test) were analyzed using the Kruskal Wallis test, and the results
expressed as mean + average standard and the differences were deemed significant
when p <0.05. In T2, we found a significantly higher MT in the 0 and 6 hours of
cooling, when compared with other treatments. But in times of 24 and 48 hours, the T4
has obtained the best averages and these did not differ (70.32 + 4.46% and 71.60% *
4.13, respectively). As for PM were not significant differences between treatments until
12 hours of cooling, but after 24 hours, the T4 group showed significantly higher (p
<0.05) when compared with treatments of egg yolk (T2 and T3) and was similar to
control group. In the vitality test, values were significantly higher percentages in T2
(87.54% + 2.05) when evaluated time Oh. During the storage of semen (24 and 48
hours) were observed in higher average T4 (63.88 + 6.20% and 60.00% + 5.77,
respectively) when compared with T2 (37.33% * 8.16% and 21.63% + 7.88) and T3
(37.00 + 8.16% and 22.54% + 8.89), getting no statistical differences with the other
treatments (p>0.05). In conclusion, the use of extract of Aloe vera added to extender
PCW-101,, at a concentration of 5%, is able to keep the sperm parameters for a period
of cooling at 4°C up to 48 hours, being a previous study for evaluation of the interaction
of this substance with this extender, for further studies of sperm cryopreservation.

Keywords: Goat. Cooling. PCW-101,,. Aloe vera. Egg yolk.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, esforcos tém sido realizados no sentido de otimizar as
biotécnicas da reproducdo animal j existentes, objetivando com isso o aumento da sua
aplicabilidade, ja que a utilizacdo das mesmas sdo condigdes indispensaveis para o
aumento da eficiéncia produtiva dos rebanhos (FIGUEIREDO et al., 2002).

A biotecnologia de conservacdo do sémen vem se demonstrando bastante
promissora, fato evidenciado pelo volume de pesquisas na area, com 0 objetivo
principal de prolongar a viabilidade in vitro e o poder fecundante dos espermatozoides
armazenados (FOOTE e PARKS, 1993). A necessidade do uso de reprodutores por
longos periodos ou em diferentes épocas do ano estimula a pesquisa sobre a
conservacdo de sémen sob condicOes artificiais (ANDRADE, 2002), tornando-se
fundamental a utilizacdo de meios diluentes capazes de prolongar sua viabilidade
(AQUILA et al., 2005).

Devido aos resultados obtidos com os primeiros estudos da agua de coco in
natura na conservacdo de células espermaéticas realizados por Nunes em 1984,
objetivou-se, mais recentemente, a elaboracdo de um meio de conservacdo a base de
4gua de coco em po (ACP®). Este meio é caracterizado pela padronizacdo e
estabilizacdo da agua de coco in natura através de um processo de desidratacdo e
subsequiente formulacdo de meios de conservacdo especificos para espermatozdides
(NUNES e SALGUEIRO, 1999). A agua de coco tem sido utilizada em biotecnologias
da reproducdo animal obtendo-se bons resultados na preservacdo do sémen de varios
animais como caprinos (RODRIGUES et. al., 1994; NUNES, 1998; CAMPOS et al.,
2003), ovinos (ARAUJO, 1990; FIGUEREDO et al., 2001), suinos (TONIOLLI e
MESQUITA, 1990), peixes (CARVALHO et al., 2002; VIVEIROS et al., 2008),
humanos (FAUSTINO, 2007), equinos (SOBREIRA NETO, 2008) e cdes (CARDOSO
et al., 2006).

A sobrevivéncia dos espermatozoides no plasma seminal é limitada somente ha
algumas poucas horas. Para manter o sémen por um periodo de tempo mais longo e para
resfrid-lo e até criopreserva-lo, faz-se necessaria a diluigdo com uma solugédo protetora.
Diferentes solucdes tém sido utilizadas como diluidores para o sémen, a maioria dos
quais séo variagOes de diluidores pré-estabelecidos (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

A tecnologia do sémen caprino possui entraves com relacdo a criopreservagéo,

provenientes de problemas gerados pela interacdo do plasma seminal com o0s
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fosfolipidios existentes nos diluentes comumente utilizados para beneficiamento e
conservacdo do material espermético (NUNES et al., 1982). Estes procedimentos
ocasionam danos celulares devido a mudanca na temperatura, formacéo de cristais de
gelo, injarias oxidativas, alteracbes na membrana do espermatozdide, lesdes no DNA,
estresse osmatico, aléem da toxicidade dos crioprotetores (WATSON, 2000; BALL e
VO, 2001). Dessa forma, a adocédo de técnicas que simplifiqguem e otimizem a diluicdo e
a conservacdo do sémen resfriado viabilizard sua utilizagdo em larga escala
(ASHCROFT, 1980; PAULENZ et al., 2002). Por razbes econémicas e praticas, busca-
se desenvolver um método mais eficiente para a conservacdo do sémen no estado
liquido, isto &, resfriado, superando assim parte das dificuldades deste processo
(PAULENZ et al., 2002).

Além do mais, devido a atual necessidade no controle de doencas, a supresséao de
substancias de origem animal em meios de conservacdo de sémen tem sido sugerida, a
fim de garantir a seguranca sanitaria nos processos biolégicos (BOUSSEAU et al.,
1998; SAMPAIO NETO et al., 2002), fazendo com que a procura por um substituto
para a gema de ovo seja intensificada. Além disso, a gema de ovo favorece o processo
de oxidacdo sobre os espermatozdides, podendo promover a peroxidacdo dos lipidios
insaturados (RODRIGUES, 1997).

Como alternativa para esta dificuldade, estipula-se o uso de produtos de origem
vegetal que tenham, em sua composicdo, substancias similares aos crioprotetores
convencionais, que possuam simplicidade de manipulacdo e sejam amplamente
distribuidos na natureza, além de ndo causarem danos irreversiveis a célula. Uma opc¢éo
é a Aloe vera, uma planta encontrada em grande escala em diversos paises do mundo e
que contém muitas substancias, dentre estas, vitaminas, proteinas, aminoacidos
essenciais, mono e polissacarideos e minerais (SKINNER, 1997; BOUDREAU e
BELAND, 2006).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecnologia do Sémen

Produto da ejaculacdo normal de um reprodutor, 0 sémen € composto por
espermatozdéides produzidos nos testiculos e por uma fracdo liquida produzida pelas
glandulas acessérias do aparelho genital masculino (CORTELL, 1981), denominada
plasma seminal.

O sémen pode ser processado de diferentes maneiras, podendo ser usado
imediatamente ap0s a coleta, puro ou diluido, resfriado ou congelado. Mesmo
empregado puro, o ejaculado que um macho proporciona pode ser utilizado em um
namero relativamente elevado de fémeas. Depois de diluido, o sémen pode ser
conservado resfriado a 4°C para utilizacdo em um curto periodo de tempo ou congelado
a -196°C em nitrogénio liquido por um periodo indeterminado, prolongando assim o seu
emprego (NUNES, 1988).

2.1.1 Avaliacéo da qualidade seminal

O método ideal para avaliar a fertilidade do reprodutor, além da sua habilidade
de produzir a prenhez, é pelo exame do sémen (HAFEZ, 1995). A avaliacdo da
qualidade espermatica geralmente esta ligada ao desejo de predizer a fertilidade dos
reprodutores para servirem nos rebanhos ou para serem utilizados em programas de
reproducdo programada (CBRA,1998). Além disso, € uma alternativa na tentativa de
avaliar a fertilidade de um grande niumero de reprodutores, uma vez que a quantidade de
fémeas é limitada para essa avaliacdo in vivo, sendo, este exame, complementar ao
exame clinico (MARTINEZ et al., 2000).

Segundo Fonseca et al. (1991), os ejaculados deverdo ser analisados quanto aos
itens: volume, variando de 0,2 a 2 mL; aspecto, mediante avaliagdo visual, podendo ser
cremoso, leitoso, opalescente, seroso ou aquoso dependendo da concentragédo
espermatica; a cor, normalmente, amarelada nos caprinos e, turbilhdo ou movimento de
massa, sendo o resultado de motilidade, vigor e concentracdo espermaética; motilidade
espermatica, expressa em percentual; vigor espermatico, que representa a forca do

movimento que influencia a velocidade com que os espermatozdides se movimentam;
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concentracdo espermatica; percentual de espermatozoides morfologicamente normais

(morfologia); provas de integridade de membrana e teste de termorresisténcia.

2.1.1.1 Técnicas convencionais de avaliacdo seminal

No que diz respeito as avaliagBes microscdpicas, a concentracdo espermaética
pode ser determinada com auxilio de espectrofotometria ou de microscopia Optica,
utilizando-se a camara de Neubauer (SANTOS et al., 2006). O valor médio da
concentracdo espermatica para caprinos esta em torno de 3 x 10°%mL, podendo variar
entre 2,5 a 5,0 x10°/mL (NUNES, 2002). Avalia-se, ainda, a presenca da motilidade
massal, que é 0 movimento da massa de espermatozoides no plasma seminal (0 —5) e a
motilidade individual progressiva (MIP; 0-5), que representa o movimento em flecha de
cada espermatozoide, individualmente (NUNES, 2002; HAFEZ e HAFEZ, 2004).
Quanto a avaliacdo da porcentagem de espermatozdides méveis e motilidade individual
progressiva, o0 sémen deve ser diluido, para visualizagdo individualizada dos
espermatozéides (EVANS e MAXWELL, 1990; CHEMINEAU et al., 1991; CBRA,
1998).

A Vviabilidade espermética estd relacionada a integridade da membrana
plasmatica (EVANS e MAXWELL, 1990; CHEMINEAU et al., 1991). Esta pode ser
avaliada através de coloracg®es vitais, onde 0s espermatozdides que possuem integridade
de membrana, ndo sdo corados (Vivos) e 0s que possuem danos na membrana permitem
a entrada do corante no citoplasma (mortos) (DERIVAUX, 1980; BEARDEN e
FUQUAY, 1992). Dentre os corantes utilizados podemos citar além da eosina-nigrosina
(DERIVAUX, 1980; EVANS e MAXWELL, 1990; CHEMINEAU et al., 1991;
BEARDEN e FUQUAY, 1992), o azul de tripan, Giemsa (BEARDEN e FUQUAY,
1992) e o azul de bromofenol (DERIVAUX, 1980).

No processo de preservacao de sémen, especialmente o congelado, ha ocorréncia
de danos ultra-estruturais, bioquimicos e funcionais aos espermatozdides, que reduzem
a motilidade e a viabilidade, impedindo o transito espermatico no trato reprodutivo
feminino e, consequentemente, prejudicando a fertilidade (LEBOEUF et al., 2000).
Estes danos sédo atribuidos a ruptura da membrana espermatica, causada pela formacéo
de cristais de gelo intracelular que ocorre durante o processo de congelamento e
descongelamento (MAZUR, 1984). Geralmente, as membranas afetadas séo a

plasmética, a acrossomal externa e a mitocondrial. A desestabilizacdo da membrana
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plasmatica ap6s a congelacdo assemelha-se a uma capacitacdo fisiologica do
espermatozdide, sendo entdo prejudiciais ao transporte e sobrevivéncia dos
espermatozdides no trato reprodutivo feminino através da inseminacao artificial, apos
sua descongelacdo (SALAMON e MAXWELL, 1995).

Outro teste para avaliacdo da integridade da membrana € o teste hiposmaético
(HOST), o qual se baseia na observacdo da membrana espermatica integra, que, quando
exposta a uma solucdo hiposmatica, permite, por osmose, a passagem de agua para o
interior da membrana celular até que ocorra o restabelecimento do equilibrio osmotico
entre os fluidos extra e intracelulares, fazendo com que a cauda do espermatozdide
enrole, caso este esteja viavel (JEYENDRAN et al., 1984).

Os ensaios tradicionais de avaliacdo seminal podem ser suficientes quando é
aplicada I.A. cervical com sémen resfriado, pois ha um elevado nimero de
espermatozdéides por dose, apresentando valores minimos de motilidade total de 30% e
vigor 3 (CBRA, 1998). Entretanto, quando se utiliza o sémen criopreservado, faz-se
necessaria a observacdo de melhores taxas de vitalidade espermatica (ANEL et al.,
2006).

2.1.1.2 Andlise do sémen auxiliada por computador

A técnica convencional utilizada para realizar analise seminal esta sujeita a
distintos graus de imprecisdo, devido a subjetividade da avaliacdo, que é baseada na
observacdo através de microscépio Optico. Sendo a determinacdo da motilidade e da
morfologia especialmente susceptiveis ao erro humano (LLEO, 2003). Essa analise
ocasiona uma ampla variedade nos resultados, devido a numerosos fatores, como 0 uso
de diferentes procedimentos de coloracdo, a experiéncia dos técnicos, dentre outros
aspectos (HIDALGO et al., 2005).

Todavia, esse método é utilizado pela maioria dos laboratorios, embora haja
consciéncia de que devido a sua elevada subjetividade, pode apresentar resultados
dispares para uma mesma amostra entre laboratorios, inclusive entre distintos
observadores de um mesmo laboratério. Portanto, ao se constatar a ampla variedade das
avaliacbes manuais nos parametros seminais dos espermatozoides, pesquisadores se
empenharam na investigagdo de formas de automatizagdo do processo de analise

espermatica mediante sistemas computadorizados (LLEO, 2003).
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A Analise de Sémen Auxiliada por Computador (CASA) é definida como um
sistema automatizado para visualizar, digitalizar e analisar imagens sucessivas dos
espermatozdides, fornecendo informacéo acurada, precisa e significativa do movimento
individual de cada espermatozoOide e também resumos estatisticos da populacéo
espermatica (AMANN e KATZ, 2004). A automatizacdo desta analise permite maior
objetividade e rapidez, uma vez que é realizada numa fracdo menor do tempo requerido
pela avaliacdo subjetiva (MORTIMER, 1997).

2.1.1.2.1 Parametros cinéticos

A motilidade espermatica € essencial para que o espermatozdide atravesse o
trato genital feminino e se desloque até o oviduto para fertilizar o o6cito (CAMERON,
1977). Muitos testes para avaliacdo deste parametro, além da morfologia e do
metabolismo espermatico tém sido correlacionados com a fertilidade. Sendo que a
avaliacdo da motilidade espermatica é o mais amplamente utilizado, j& que pode ser
realizado rapidamente (FOOTE, 2003), principalmente quando se faz uso de softwares
especificos para avaliacdo seminal.

Os parametros comumente obtidos através de analisadores computadorizados de
sémen (Quadro 1) sdo: velocidade do percurso curvilinear (VCL), velocidade do
percurso médio (VAP), velocidade em linha reta (VSL), retilinearidade (STR),
linearidade (LIN), oscilacdo (WOB), frequéncia de batimento cruzado (BCF), e
deslocamento lateral da cabeca (ALH) (MORTIMER, 1997; VERSTEGEN et al.,
2002).

Os trés parametros de velocidade (VCL, VAP, VSL, Figura 1), sdo comumente
utilizados para descri¢do geral do movimento do espermatozoide, entretanto, para uma
avaliacdo adicional, foram estabelecidos os parametros STR, LIN e WOB, que tratam
das relacGes entre estas velocidades (MORTIMER, 1997).
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Quadro 1: Parametros de motilidade espermatica obtidos através do Sperm Class

Analyzer (Sperm Class Analyser (SCA®, Microptics, S.L., Espanha).

Parametro Sigla  Unidade Descricéo

Velocidade curvilinear VCL um/s | Velocidade da trajetoria real do
espermatozdide

Velocidade média da trajetoria | VAP um/s | Velocidade da trajetoria média do
espermatozdide

Velocidade linear VSL um /s | Velocidade em fungéo da linha reta
estabelecida entre o primeiro e
Gltimo ponto da trajetéria do
espermatozdide

Linearidade LIN % Relacdo percentual entre VSL e VCL

Retilinearidade STR % Relacdo percentual entre VSL e VAP

Index de oscilagio WOB % Relacdo percentual entre VAP e VCL

Amplitude do deslocamento ALH um Deslocamento médio da cabeca do

lateral da cabeca espermatozéide em sua trajetéria real
em relacdo a trajetéria média ou
linear

Frequéncia do batimento BCF Hz Frequéncia que a cabeca do

cruzado

espermatozdide atravessa a trajetoria
média.

Figura 1: Velocidades obtidas por

VERSTENGEN et al., 2002).

VAP
M vcL
W vsL

sistemas CASA (BOYER et al., 1989;
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2.2 Diluentes para conservagdo seminal

Os diluentes permitem o aumento do volume total do ejaculado, facilitando sua
divisio em doses inseminantes e proporcionando um meio favoravel para a
sobrevivéncia dos espermatozdides in vitro (DERIVAUX, 1980). Estes diferem em sua
composi¢cdo dependendo da espécie animal, da origem do sémen e da tecnologia
seminal empregada (HOPKINS e EVANS, 1991).

Segundo Mies Filho (1987), independente da espécie animal, um bom diluidor
deve apresentar as seguintes caracteristicas: auséncia de toxicidade, osmolaridade igual
ou préxima a do sémen, pH favoravel segundo a espécie, preparacdo simples e de baixo
custo. Além disso, deve conter substancias nutritivas e crioprotetoras para assegurar a
sobrevivéncia dos espermatozoéides. Os crioprotetores mais comuns utilizados para a
conservacdo das células espermaticas incluem glicerol, aglcares (lactose, rafinose,
manose, sucrose), gema de ovo e proteinas lacteas (CARNEIRO, 2002). Além disso, de
acordo com Hafez e Hafez (2004), um diluente deve: proporcionar nutrientes para fonte
de energia; proteger os espermatozdides do efeito deletério do frio; proporcionar um
meio tampdo; manter a pressdao osmética adequada; inibir o crescimento bacteriano;
aumentar o volume do ejaculado; proteger as células espermaticas durante a congelacéo.

A dose inseminante étima do sémen de bodes para inseminacdo cervical é de
200 x10° espermatozéides, em um volume de 0,25 a 0,50 mL. O volume adequado para
a inseminagdo cervical e intra-uterina seria de 0,50 a 0,20 mL, respectivamente
(EVANS e MAXWELL, 1990).

Os diluentes para conservacdo espermatica devem possuir uma substancia
organica que atue como crioprotetor externo e que proteja as células contra o choque
térmico que se produz ao resfriar o sémen desde os 20°C aos 5°C, tal como a gema de
ovo ou leite desnatado; uma fonte de energia, como a glicose ou frutose; um
componente tampdo, como citrato de sddio ou hidroximetil aminometano (TRIS); um
crioprotetor interno que proteja os espermatozdides durante o congelamento, a exemplo
do glicerol, dimetilsulféxido (DMSO), etilenoglicol; e antibidticos para prevenir o
crescimento bacteriano, como penicilina, estreptomicina ou gentamicina (EVANS e
MAXWELL, 1987).

A maioria dos diluentes apresenta a gema de ovo como componente basico, ja
que a fosfatidilcolina (lecitina) e as lipoproteinas da gema e a caseina do leite protegem
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0s espermatozoides durante o resfriamento, contra o choque térmico (MIES FILHO et
al., 1982; DAS e RAJKONWAR, 1995). Porém, existe um fator a ser considerado,
exclusivo do macho caprino, que é o fato das suas glandulas bulbouretrais produzirem,
particularmente, uma fosfolipase (EYCE) que hidrolisa a lecitina da gema de ovo,
formando acidos graxos e lisolecitina, esta Ultima atua sobre a membrana espermatica
danificando-a (ROY, 1957). Em 1982, Nunes e colaboradores, descobriram a existéncia
de uma fragdo protéica do plasma (BU-III), procedente das glandulas bulbouretrais, que
interage com o leite, produzindo inibicdo da motilidade espermatica e induzindo a
reacdo acrossdmica. E provavel que a EYCE e a BU-Ill sejam a mesma molécula
(LEBOUF et al., 2000). Essa lisolecitina é toxica devido a sua acdo detergente sobre 0s
lipidios da membrana plasmatica (NUNES, 1982).

Roy (1957) relatou a acdo do plasma seminal sobre os elementos dos diluidores,
no caso, a gema de ovo, mesmo estando a baixas concentragdes como 2,5%. Portanto, a
remoc¢do do plasma seminal é recomendada quando os espermatozoides caprinos sao
conservados a baixas temperaturas em diluidores contendo gema de ovo (CORTELL,
1992). Roca et al. (2000) relataram que a remocao do plasma seminal em caprinos, pela
lavagem dos espermatozoides imediatamente apds a coleta, aumenta a porcentagem de
células vivas e sua motilidade, durante a conservacdo a 5°C em diluidores contendo
gema de ovo ou leite. No entanto, um estudo sobre os fosfolipidios, antes e depois da
congelacao, revelou que os lipidios da gema de ovo adicionados ao sémen diluido, ndo
foram hidrolisados a lisofosfolipidios e &cidos graxos livres (CHAUAN E ANAND,
1990). Todavia, Roca et al. (1997) demonstraram que os espermatozoOides nao lavados
de caprinos da raca Murciano-Granadina podem ser preservados a 5°C apds diluicdo em
TRIS com 2% de gema de ovo.

O uso de diluentes pobres em fosfolipidios pode contribuir para a biotecnologia
da conservacdo dos espermatozoides caprinos, suprimindo os processos de lavagens
pelo qual o sémen deve passar antes de ser diluido nos diluentes convencionais
(MACHADO e SIMPLICIO, 1991).

2.2.1 Diluentes a base de agua de coco
A agua de coco é uma solucdo acida, natural e estéril, composta de sais,

proteinas, acUcares, vitaminas, gorduras neutras (MARQUES, 1982; NUNES e
COMBARNOUS, 1995), além de indutores da diviséo celular e eletrélitos diversos, que
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conferem densidade e pH compativeis com o plasma sangiineo, proporcionando 0s
nutrientes necessarios para manter a sobrevivéncia e a viabilidade de gametas
masculinos e femininos criopreservados (BLUME e MARQUES JR., 1997).

Nunes et al. (1997) observaram que o fruto ideal recomendado para a formacéo
do diluidor deve ter seis meses de idade. Entretanto, nesta idade a agua apresenta pH
acido (4,5) e osmolaridade elevada (500 mOsm), o que dificultaria a sobrevivéncia
celular. Logo, tornou-se necesséria a estabilizagdo desta solucdo, que foi obtida apds a
adicdo de agua destilada e citrato de sddio a 5%, constituindo assim o diluidor dgua de
coco in natura.

Muitas dificuldades tém sido encontradas, particularmente com a conservacéo de
sémen de caprinos. E conhecido que em estagio ndo sexual o plasma seminal deprime
fortemente a motilidade individual e a porcentagem de espermatozoéides vivos, quando
comparados com aqgueles ejaculados adquiridos durante a estacdo sexual (NUNES,
1980). Em 1982, Nunes e colaboradores demonstraram que este efeito deletério do
plasma seminal provém das glandulas bulbouretrais que, durante a estacdo ndo sexual,
tornam-se hipertrofiadas e secretam grandes quantidades de fosfolipases do tipo A,
sendo esse efeito exacerbado pela interacdo dos fosfolipideos presentes no meio diluidor
como o leite e no préprio plasma seminal. Portanto, diluidores pobres em fosfolipideos
poderiam ser a solucdo para evitar ou reduzir os efeitos negativos causados pela
fosfolipase A sobre o0 sémen desses animais (NUNES, 1987).

Dentre as alternativas para a diminui¢do desta alteracdo, surgiu a agua de coco,
mostrando-se através de experimentos in vitro e in vivo um excelente diluidor para
preservacdo do sémen desta espécie além do comportamento esperado nas taxas de
fertilidade (NUNES, 1986).

Nunes (1986, 1987), avaliando o sémen caprino ap6s duas horas de incubacéo a
37°C observou que tanto a motilidade progressiva (MP) quanto a percentagem de
espermatozéides moveis (PEM) eram superiores quando o sémen era diluido em uma
solucdo a base de &gua de coco, que em leite desnatado. A MP dos espermatozoéides
diluidos em agua de coco quando comparados aos diluidos em leite glicosado, foi
superior ao final de duas horas de incubacdo (NUNES e SALGUEIRO, 1999).

Resultados similares foram obtidos ao utilizar ambos os diluentes na
refrigeracdo de sémen a 4°C e em seu uso para inseminacéo artificial em cabras nas que

se haviam sincronizado o estro com tratamentos hormonais. Com o uso da inseminagéo
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artificial com sémen caprino diluido em agua de coco e refrigerado a 4°C se obtiveram
taxas de parigéo superiores a 60% (NUNES, 1986).

Tratando de determinar a fracdo da &gua de coco que atua sobre os
espermatozdides, Nunes et al. (1994) isolaram uma molécula pertencente ao grupo das
auxinas, o acido 3-indol acético (IAA), que ativa o metabolismo dos espermatozdides.
A introdugdo do IAA na composicdo dos diluentes convencionais do sémen de
diferentes espécies conferiu aos espermatozéides um aumento de motilidade, maior taxa
de fertilidade, alem de permitir sua conservacdo durante periodos mais prolongados. A
presenca do IAA pode variar com o estagio de maturacao e a espécie do fruto e influir
nos resultados in vitro e in vivo do sémen diluido em &gua de coco (NUNES E
SALGUEIRO, 1999).

Nunes et al. (1996), ao compararem a fertilidade de cabras inseminadas com
sémen diluido em &gua de coco in natura ou na fracdo ativa da agua de coco (fracdo B)
ou em IAA (molécula ativa da agua de coco), observaram taxas de pari¢do de 60%, 65%
e 69% para os trés tratamentos respectivamente, resultando em prolificidade de 130%,
145% e 180%.

Diluidores de sémen a base de 4gua de coco apresentam como vantagens o baixo
custo, facil preparo, além do fato do coco ser abundante no Nordeste do Brasil.
Entretanto, a 4gua de coco apresenta dificuldades quando a conservacdo por longos
periodos apos extracao do fruto, limitagdes na sua disponibilidade em regides onde ha a
caréncia do vegetal, além de variacBes na constituicdo bioquimica da agua de coco entre
diferentes frutos. Isto motivou o desenvolvimento do produto &gua de coco em pé
(ACP), onde os constituintes nutricionais da agua de coco s&o obtidos em sistema de
desidratacdo a alto vacuo. O produto ACP se caracteriza por possuir composicdo
padronizada, obtido a partir de frutos oriundos de plantagdes orgénicas certificadas,
além de possuir caracteristicas bioquimicas similares as da agua de coco in natura
(SALGUEIRO et al., 2002). Para a conservacdo do sémen caprino, a formulacdo ACP-
101® foi desenvolvida (pH: 6,68; 342 mOsm/ kg).



Quadro 2: Composicdo aproximada do diluidor a base de agua de coco em po

(ACP®) em 100g (CQA, laudo n° 96300/2009 e ITAL, laudo n° CQ 4359/2009)
Carboidrato, por diferenca (g) 76,00
Frutose (g) 7,80
Glicose () 6,20
Sacarose (g) 0,00
Proteina (g) 12,00
Umidade (g) 1,00
Lipidios — Por 100g ACP/ 1009
Gorduras totais () 4,00
Gorduras saturadas (g) 2,46
8:0 acido caprilico (g) 0,02
10:0 &cido caprico (g) 0,02
12:0 acido lurico (g) 1,41
14:0 &cido miristico (g) 0,60
16:0 acido palmitico (g) 0,42
Gorduras monoinsaturadas (g)

18:1 &cido oléico (g) 0,12
Gorduras polinsaturadas (g) 0,47
18:2 4cido linoléico (g) 0,54
Gorduras trans (g) 0,00
Colesterol (mg) 0,00
Vitamina B1 (mg), tiamina 4,55
Vitamina B2 (mg), riboflavina 0,07
Vitamina B3 (mg), niacina (&cido nicotinico e vitamina PP) 3,56
Vtamina B6 (mg), piridoxina 0,13
Vitamina C (mg), &cido ascorbico 16,51
Minerais — por 100g ACP/ 100g
Sodio, Na (mg) 2240,00
Caélcio, Ca (mg) 492,00
Ferro, Fe (mg) 8,00
Cobre, Cu (mg) 0,38
Fdsforo, P (mg) 430,00
Magnésio, Mg (mg) 510,00
Manganés, Mn (mg) 2,60
Potassio, K (mg) 5170,00
Selénio, Se (mg) 0,03
Zinco, Zn (mg) 3,30
Aminoécidos — por 100g ACP/ 1009
Acido Aspartico (mg) 4,73
Acido Glutamico (mg) 12,41
Alanina (mg) 7,63
Arginina (mg) 1,88
Cistina (mg) Tragos
Fenilalanina (mg) 4,93
Glicina (mg) 3,98
Histidina (mg) 2,36
Isoleucina (mg) 2,65
Leucina (mg) 5,15
Lisina (mg) 2,61
Metionina (mg) 1,58
Prolina (mg) 5,34
Serina (mg) 2,54
Tirosina (mg) 0,82
Treonina (mg) 1,84
Triptofano (mg) Tracos
Valina (mg) 5,23

30
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2.3 Crioprotetores

Os crioprotetores devem ser adicionados ao meio para que haja uma protecdo do
espermatozdide durante as técnicas de conservacdo espermatica, como o resfriamento, a
criopreservacao e o descongelamento (SQUIRES et al., 1999; ARRUDA, 2000). Séo
importantes para evitar a formagéo de gelo intracelular (MEDEIROS et al., 2002). O
glicerol € o crioprotetor mais utilizado no congelamento de sémen de garanhdes, uma
vez que atua na protecdo das estruturas celulares, tanto intra como extracelularmente;
este aumenta o nimero de canais de solvente que permanecem nao congelados e dilui as
altas concentracdes de sal (GRAHAM, 1994).

2.3.1 Mecanismo de acéo

O modo pelo qual os crioprotetores atuam ndo se encontra totalmente elucidado.
Acredita-se que estes reduzam o ponto de congelacdo da solugdo, o qual é determinado
como a temperatura onde ocorre a formacgdo dos primeiros cristais de gelo puro. Numa
solucdo contendo glicerol, no momento em que ocorrer a congelacao, restard mais agua
descongelada do que numa solugdo sem glicerol, havendo, com isso, um aumento do
volume dos canais de solvente ndo congelado e uma menor concentracdo de sais nesses
canais (KEITH, 1998).

A estrutura molecular € um parametro importante para determinar a eficiéncia
dos crioprotetores, uma vez que possuem afinidade pela &gua, devido a presenca de
grupamentos amina e hidroxila, os quais favorecem a formacéo de pontes de hidrogénio
com as moléculas de agua (BAUDOT et al., 2002). Estas ligacdes alteram a orientacdo
das moléculas de agua dos cristais de gelo, criando um ambiente menos prejudicial as
células (DALIMATA e GRAHAM, 1997).

Os crioprotetores evitam a formacao de gelo intracelular. O mais utilizado € o
glicerol que semelhante aos agentes ndo penetrantes, proporciona a desidratacéo celular
através do seu efeito osmotico, criando um meio hiperténico, o qual induz a saida de
agua das células espermaticas (KEITH, 1998).

Apesar de imprescindiveis para a sobrevivéncia dos espermatozoides no
processo de congelacdo, o0s crioprotetores possuem efeitos toxicos para o0
espermatozéide e podem resultar na reducdo da fertilidade apés a I.LA (ARRUDA,
2000), tornando algumas substancias utilizadas na criopreservacdo de outros tipos
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celulares improprias para a célula espermatica (WATSON, 2000). Parte da toxicidade €
devida a injuria bioguimica, resultado da adicdo direta do crioprotetor sobre os
componentes celulares, além dos danos osméticos que podem ser observados no meio
(ARRUDA, 2000). Até mesmo o glicerol deve ser utilizado com restricbes devido ao
seu efeito citotoxico (HOLT, 2000). Em altas concentracdes podem resultar na reducgéo
da fertilidade devido a sua toxicidade, a qual pode ocasionar lesdo celular, por danos
osmaticos e altas concentragdes nas interacfes entre 0 espermatozoOide e o trato
reprodutivo da fémea (GRAHAM, 1994). Estes componentes sdo classificados como
penetrantes e ndo penetrantes ou intra e extracelulares (GRAHAM, 1994; ARRUDA,
2000).

2.3.2 Gema de Ovo

A gema de ovo é rotineiramente utilizada nos diluentes para conservacdo de
sémen de mamiferos com o intuito de proteger contra o choque térmico. Acredita-se que
sua acdo seja devida a presenca de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), as quais
aderem a membrana celular durante o processo de criopreservacdo, preservando com
isso, a membrana do espermatozoide (MOUSSA et al., 2002), atuando na superficie da
membrana plasmatica, restaurando a perda de fosfolipideos e, aparentemente, induzindo
a alteracdo transitéria de sua composicdo, consequentemente prevenindo a ruptura da
membrana plasmatica (FARSTARD, 1996). Os fosfolipideos que compdem a fracao
LDL da gema de ovo protegem o sémen especificamente durante o processo de
resfriamento a 5°C. O uso de fosfatidilserina purificada tem demonstrado proteger as
células espermaticas de bode e touros contra o choque térmico. Lipossomas que compde
o colesterol e a fosfatidilserina protegem o espermatozoide de bovinos e garanhdes dos
danos do processo de congelacdo, possivelmente por prevenir as alteragcdes deletérias
durante a criopreservacao (WILHELM et al., 1996).

A acdo de revestimento espermético por menos de cinco minutos com a gema de
ovo durante a diluigdo tem um importante efeito sobre varias caracteristicas apds quatro
dias de armazenamento quando utilizada uma solugéo salina simples (pH 6 e 300
mOsm/ Kg) (DE PAUW et al., 2003).

Uma grande taxa de concentracdo de gema de ovo tem sido examinada em
diluentes para a congelacdo do sémen ovino. Os trabalhos iniciais utilizaram 30-50%,

mas subsequentemente, 0s investigadores incluiram uma taxa mais baixa de
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concentracdo no diluente (SALAMON e MAXWEEL, 2000), por isso, avangos na
tecnologia reprodutiva e uma melhor compreensdo da fisiologia reprodutiva dessas
populacbes animais sdo necessarias para permitir a aplicacdo de técnicas reprodutivas
assistidas utilizando essas substancias (YOSHIDA, 2000).

2.4 Aloe vera

O nome Aloe vera seria origindrio do hebraico halal ou do arabico alloeh
(substancia amarga e brilhante) e do latim vera (verdadeira). Ao que tudo indica é
considerada uma planta poderosa ha muito tempo (FREISE, 1933, citado por
WIKPEDIA, 2009).

Planta fanerogamica, angiospérmica (WIKPEDIA, 2009), a Aloe vera pertence a
familia das Lilaceas, da qual fazem parte, a cebola, o0 nabo e os aspargos (MAURELLE
et al., 1996). Nativa do norte da Africa, que possui mais de 200 espécies (WIKPEDIA,
2009). Suas aplicagdes, atualmente, embora ndo totalmente conhecidas, expandiram-se
e abrangem problemas como a artrose, a acne, a Ulcera e até cardiopatias. Possui
inimeras propriedades regeneradoras, curativas, umectantes, lubrificantes e nutritivas
(MAURELLE et al., 1996).

A espécie foi primeiramente descrita por Carl Linnaeus em 1753 como Aloe
perfoliata var. vera, e foi novamente descrita em 1768 por Nicolaas Laurens Burman
como Aloe vera em Flora indica no dia 6 de Abril, e por Philip Miller como Aloe
barbadensis e, cerca de dez dias ap6s, Burman no Gardener's Dictionary (NEWTON,
1979).

As espécies mais conhecidas como medicinais sdo a Aloe vera, que nasce em
forma de tufo e produz flores amarelas e a Aloe arborescens, que nasce em torno de um
pequeno tronco e produz flores alaranjadas e vermelhas. Além da diferenca na
disposicao das folhas, a Aloe arborescens apresenta espinhos mais proeminentes nas
bordas das folhas (LORENZI e MATOS, 2002).

A Aloe vera floresce no comego da primavera (BRASIL, 2009), crescendo em
climas aridos e é amplamente distribuida na Africa e em outras regides aridas
(BOUDREAU e BELAND, 2006), as folhas séo viscosas, pontiagudas e sua cor varia
do cinza ao verde brilhante, passando pelo amarelo. Seu toque é suave, semelhante a
borracha e o interior parece ser feito de geléia (Figura 2) (VELOSO e PEGLOW, 2003).
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http://keetsa.com/blog/wp- http://www.aloeveraibs.com/wp-
content/uploads/2009/06/aloe-vera-plant.ing content/uploads/2008/08/topical-aloe-veral.jpg

Figura 2: A: Representante da planta Aloe vera; B: Catafilo da Aloe vera em corte

transversal para visualizacdo do seu parénquima.

Em uma planta ja desenvolvida, a haste se eleva, geralmente, de 60 a 90
centimetros de comprimento e 10 centimetros de largura, podendo chegar a 1,4 a 2,3 kg
(WIKPEDIA, 2009). Sua suculéncia permite que a espécie sobreviva em éareas de baixa
precipitacdo natural, tornando-a ideal para jardins ornamentais e outros locais com baixa
utilizacdo de agua (YATES, 2002), entretanto, intolerante a geadas muito pesadas ou
neve (BBC GARDENING, 2010).

Em sua composicdo foram identificadas inimeras substancias (Quadro 3). Entre
elas estdo os polissacarideos contendo glicose, galactose e xilose, tanino, esterdides,
acidos organicos, substancias antibioticas, enzimas de varios tipos, residuos de acuUcar,
uma proteina com 18 amino&cidos, vitaminas, minerais, sulfato, ferro, calcio, cobre,
sodio, potassio, manganés e outras (VELOSO e PEGLOW, 2003). Embora ainda nédo
seja bem compreendido qual componente esta relacionado com a atividade da Aloe vera
(KAl et al., 2002).

A vitamina C, encontrada em grande quantidade na Aloe vera, ajuda a manter a
satde dos vasos sanguineos, promovendo com isso uma boa circulagdo. O potassio
colabora para a manutengdo do ritmo cardiaco, além de estimular as fungdes renais. O
calcio acelera a coagulacdo e a ativacdo das enzimas, sendo também responsavel pelo
controle dos movimentos cardiacos. O sddio, juntamente com o potassio, estabiliza o

nivel de hidratacdo do organismo. O manganés oferece condicBes para que as enzimas
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digestivas trabalhem com maior eficiéncia, impedindo a formacédo de calculo renal. O
ferro, juntamente com a hemoglobina, ajuda a transportar oxigénio para as células
(MATOS, 1998).

A espécie é freqlientemente citada como grande utilidade na fitoterapia. Existem
evidéncias preliminares de que o extrato de Aloe vera pode ser util no tratamento de
diabetes e elevacdo de lipidios no sangue em seres humanos (BOUDREAU e BELAND,
2006).

O extrato de Aloe vera tem atividades antibacterianas e antifungicas. No entanto,
as evidéncias para o controle sob a pele humana continuam a serem estabelecidas.
Devido as suas propriedades antifungicas, o Aloe vera é usado como um condicionador
de &gua do tanque de peixes. Para bactérias, o gel da folha Aloe vera foi mostrado inibir
0 crescimento de espécies de Streptococcus e Shigella in vitro. Em contraste, o extrato e
Aloe vera ndo mostrou propriedades antibidticas contra espécies de Xanthomonas
(SATISH et al., 1999).

Mas é interessante observar que essas substancias s6 podem agir com tanta
eficiéncia gracas a capacidade que a Aloe vera tem de penetrar nos tecidos, digerindo o
tecido morto pela acdo de suas enzimas e intensificando a proliferacdo normal das
células (MATOS, 1998), reduzindo o sangramento pela acdo coagulatoria, regenerando
o tecido (VELOSO e PEGLOW, 2003).

As qualidades nutricionais e antioxidantes da planta auxiliam a prevenir feridas
no tecido epitelial e, quando ele esta danificado, auxilia na sua regeneracdo.
Antioxidantes lutam contra os radicais livres, 0s componentes instaveis produzidos pelo
metabolismo e encontrados em poluentes ambientais (SARABIA et al., 1999).

Aloe vera em gel é utilizado como ingrediente comercialmente disponivel em
locOes, iogurtes, bebidas e algumas sobremesas. Em contrapartida, o suco de Aloe vera
é utilizado para consumo e alivio dos problemas digestivos, tais como azia e sindrome
do intestino irritavel. E pratica comum para as empresas de cosméticos, adicionarem o
extrato ou outros derivados de Aloe vera para produtos como maquiagem, tecidos,
hidratantes, sabonetes, protetores solares, incensos e xampus (REYNOLDS, 2004).
Outros usos dos extratos de Aloe vera incluem a diluicdo do sémen para a I.A. de ovinos
(GUTIERREZ et al., 2006), uso como conservante de alimentos frescos e em
conservacao da agua em pequenas propriedades.

Compostos extraidos de Aloe vera tém sido usados como um imunoestimulante

gue auxilia no combate ao cancer em cdes e gatos (KING et al., 1995). No entanto, este
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tratamento ndo foi cientificamente testado em seres humanos. Sendo que a injecdo dos
extratos de Aloe vera para tratar o cancer resultou na morte de varios pacientes
(SKINNER, 1997).
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Quadro 3: Componentes da Aloe vera e suas atuacdes (BRASIL, 2009)

Vitaminas Atuacio

A (Beta Caroteno) Viséo, pele, 0ss0s e contra anemia

B1 (Tiamina) Crescimento dos tecidos e energia

B2 (Riboflavina) Associada a vitamina B6, participa da produgéo de células sanguineas
B3 (Niacina) Participa da regulagéo do metabolismo

B6 (Piridoxina)

Associada a vitamina B12, participa da producéo de células sanguineas

B12 (Cianocobalamina)

Combate a anemia e problemas neuropatolégicos

C (Acido Ascorbico)

Combate as infecgdes e estimula o sistema imunolégico

E (Tocoferol)

Juntamente com a vitamina C, combate as infecgdes

Acido Félico (Complexo B)

Auxilia na formagdo do sangue

Mono e Polissacarideos
Acemannan

Minerais Atuacéo

Fosfato de Célcio Crescimento de dentes e 0ssos, alimento do sistema nervoso

Potassio Regula os fluidos do sangue e dos misculos, além dos batimentos cardiacos

Ferro Absorve 0 oxigénio para dentro dos glébulos sanglineos e aumenta a
resisténcia as infecgdes

Sédio Juntamente com o potassio, regula os fluidos do corpo e transporta os
aminodcidos e a glicose para dentro das células

Colina Um dos compostos da lecitina, indispensavel ao metabolismo

Magnésio e Manganés Preservam o sistema nervoso e os musculos

Cobre Participa da formagdo do sangue

Cromo Colabora no controle do nivel de aglcar no sangue, do metabolismo, da

glicose e da circulagéo

Atuacéo
Recentemente descoberto, tornou-se 0o maior foco da maioria das pesquisas
sobre Aloe vera, vem sendo apontado como o maior responsavel pela agdo
“milagrosa” da Aloe como agente contra doengas auto-imunes do tipo cancer,
AIDS, reumatismo, artrite, alergias

Celulose

Manose

Acido Urbnico

Alinase

Glicose

L-raminose

Aldopentose

Lipase

Aminoacidos Essenciais

Valina, Leucina e Isoleucina (Aminoécidos de
cadeia ramificada ou BCAAs (branched chain
aminoacids)

Atuacao
Contribuem consideravelmente para o aumento da resisténcia fisica, pois
durante as atividades de longa duracdo sdo utilizados pelos muasculos para o
fornecimento de energia. Assim, o consumo de aminoécidos de cadeia
ramificada diminui a degradacdo das proteinas corporais favorecendo a
hipertrofia muscular

Metionina e Lisina

Fenilalanina e Treonina

Funcdes cerebrais e exercem uma agéo direta sobre as reagdes emocionais

Triptofano

Histidina
Enzimas

Requerido na infancia

Atuacao

Brandiquinase Analgésico, anti-inflamatério e estimulante do sistema imunoldgico
Catalase Evita a acumulagéo de liquidos no corpo
Celulase Ajuda a digerir a celulose

Creatina Fosfoquinase

Enzima muscular

Proteolitiase

Liquidifica as proteinas no seu interior

Fosfotase, Amilase e Nucleotidase
utras Substancias
Acidos Graxos

Atuacéo
S0 os acidos instaurados indispensaveis a saude. Dentre esses, o acido
Caprilico é utilizado no tratamento de micoses

Lignina Penetra facilmente na pele

Saponinas S840 a0 mesmo tempo depurativas e anti-sépticas
Antraquinonas Analgésicas e laxativas

Aloina Antibiética e cartatica

Isobarbaloina

Analgésica e anbitittica

Acido Aloético

Antibibtico

Aloe Emodina

Bactericida e Laxativa

Acido Cinamico

Germicida e fungicida

Oleo Etéreo

Tranquilizante

Acido Crisofanico

Fungicida para a pele

Antranol e Resistanol
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2.5 Estocagem Liquida do Sémen

A tecnologia de resfriamento do sémen é de grande interesse por ser capaz de
manter o sémen fértil de um a trés dias e por permitir o seu transporte (BATELLIER et
al., 2000). Entretanto, fatores como diluidor, temperatura de conservacao, concentracdo
final e tempo de armazenamento intervém na conservacao do sémen no estado liquido.
A interacdo entre esses aspectos pode exercer efeito negativo ou positivo sobre a
sobrevivéncia espermatica e, consequentemente, sobre a fertilidade (MAMPOUYA,
1973).

Quando o sémen e armazenado a baixas temperaturas, deve-se ter cuidado para
ndo submeter os espermatozdides ao choque térmico (SALAMON e MAXWEEL,
2000), pois a preservacdo eficiente das células espermaticas com boa habilidade
fertilizante é de grande importancia para a conservacdo do sémen (YOSHIDA, 2000).
Chantler et al. (2000) mostraram que a separacdo dos espermatozdides do plasma
seminal, resfriado a 5°C, e posterior aquecimento a 37°C ndo causaram nenhuma
mudanca na motilidade, todavia poderiam afetar outras funcbes espermaticas, sugerindo
que a motilidade somente ndo é confiavel para predizer a condicdo fisioldgica do
espermatozoide.

O uso do sémen resfriado vem se tornando cada vez mais popular, aumentando
significativamente seu uso durante a Ultima década, em decorréncia da praticidade e
viabilidade espermatica desta biotecnologia (CARNEIRO, 2002). Segundo Roca et. al.
(2000), o uso efetivo de sémen resfriado para I.A., depende da habilidade do diluidor
em promover um ambiente apropriado para o espermatozdide durante sua conservacao.

A conservacdo do sémen por periodos curtos depende da reducdo reversivel da
motilidade e da atividade metabdlica dos espermatozdides a temperaturas reduzidas
(EVANS e MAXWELL, 1987; MAXWELL e SALAMON, 1993; MACHADO e
SIMPLICIO, 1995). Apesar disso, Mathew et al. (1982) preservaram sémen caprino em
pH neutro e uma temperatura de 5°C por até 10 dias em diluente a base de TRIS,
associado a 20 ou 25% de gema de ovo.

O resfriamento a 5°C revelou que os microttbulos dos espermatozoides humanos
estabilizam, mas o processo de resfriamento pode alterar algumas propriedades fisicas
da membrana plasmatica, bem como outros aspectos da funcdo espermatica
(CHANTLER et al., 2000).
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Mesmo que a integridade da membrana espermatica permaneca favoravelmente
bem preservada por vérios dias, durante o armazenamento liquido, a motilidade declina
muito rapidamente (DE PAUW et al., 2003), pois é sensivel a baixas temperaturas e
diminui progressivamente quando o sémen é resfriado (CHANTLER et al. 2000). Danos
irreversiveis no micromotor flagelar e no DNA mitocondrial e nuclear séo
provavelmente a principal razdo pela qual o sémen armazenado a temperatura ambiente
tem um declinio do potencial fertilizante (DE PAUW et al., 2003).

E possivel que o processo de armazenamento liquido antecipe a maturacéo das
membranas espermaticas, aumentando entdo a proporcdo de células espermaticas
capacitadas e com acrossoma reagido (SALAMON e MAXWEEL, 2000).
Espermatozoides capacitados tém viabilidade reduzida e vida fertil limitada
(SALAMON e MAXWEEL, 2000) ou podem conferir incapacidade de fertilizacdo se
eles envelhecerem no trato reprodutivo da fémea apds inseminacdo cervical
(MAXWEEL e WATSON, 1996). E, portanto, provavel que cuidados com o
resfriamento e reaquecimento do sémen possam evitar os problemas associados com o
choque térmico sem comprometer os resultados de analise do sémen (CHANTLER et
al., 2000).

2.5.1 Temperatura de estocagem do sémen resfriado

Roca et al. (2000) relataram que o sémen caprino tem sido conservado em
temperaturas variando entre 2 a 15°C, principalmente entre 4 a 5°C.

O ritmo de refrigeracdo do sémen desta espécie apds diluicdo deve estar
compreendido entre 0,25 a 0,35 °C/ min até que seja atingida a temperatura de 5°C,
mantendo-se desta forma a motilidade dos espermatozéides em baixos niveis por alguns
dias (MACHADO E SIMPLICIO, 1995).

Segundo Evans e Maxwell (1987), o periodo maximo de conservacdo do sémen
a 5°C para obtencdo de um grau aceitdvel de fertilidade através da inseminagdo
artificial, é de 24 horas para ovinos e de 48 horas para caprinos. Ja em temperaturas de
15°C, tanto o sémen de ovinos como o de caprinos, devem ser utilizados dentro de seis a
12 horas ap06s a conservagdo, em diluidores a base de leite desnatado.

A capacidade fertilizante do espermatozoide ovino € mantida por mais de 14
dias em diluidor TRIS-citrato a 5°C (STOJANOV et al., 1994, citado por MAXWELL e

WATSON, 1996). Ha relatos de que o sémen ovino, assim como o de touros, pode ser
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conservado durante curto tempo em ambiente de dioxido de carbono (CO,) entre 18 a
20°C (EVANS e MAXWELL, 1987).

Testes de determinacdo da motilidade progressiva individual e a porcentagem de
espermatozéides madveis durante 2, 4, 6, 8 e 24 horas de incubacdo a 15°C, mostraram
valores distintos para 0s espermatozoides de caprinos conservados nos diluidores agua
de coco e leite (NUNES e COMBARNOUS, 1995).
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3 JUSTIFICATIVA

Existe a necessidade de validacdo de um método alternativo para conservagdo a
4°C de sémen caprino utilizando a 4gua de coco em p6é (ACP-101®), associada a
substancias que possam conferir uma maior protecdo dos danos causados aos
espermatozdides durante os processos de conservacdo espermatica, ja que a utilizacéo
do ACP-101® isoladamente ndo confere crioprotecdo necesséria para proporcionar o
ambiente ideal para a manutencao da qualidade seminal até sua criopreservacao.

Além disso, a substituicdo da gema de ovo presente no diluidor auxilia na
reducdo dos eventuais problemas de contaminacdo e disseminacdo de doencas por esta,
ser um produto de origem animal.

Portanto, tem-se buscado substancias de origem vegetal, que possam conferir
protecdo semelhante ou superior ao sémen, quando comparados com outros
crioprotetores. Dentre estes produtos, a associacdo com a Aloe vera, possivelmente
viabilizara a sobrevivéncia dos espermatozéides caprinos, quando adicionada ao

diluente a base de 4gua de coco em pé.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA

O diluente & base de 4gua de coco em p6 (ACP-101®) ser4 capaz de manter e
conservar as caracteristicas morfofisiologicas dos espermatozoides caprinos, a 4°C, por
até 48 horas, quando adicionado do liquido extraido da Aloe vera, o qual subsidiara o
papel de crioprotetor, substituindo a gema de ovo, e alocando a agua de coco em pé

como um diluidor livre de moléculas de origem animal.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral:

Avaliar o diluidor ACP-101® adicionado de Aloe vera ou gema de ovo no
processo de resfriamento do sémen caprino a 4°C, quanto aos parametros cinéticos e de

vitalidade, através de analise computadorizada, durante um periodo de 48 horas.

5.2 Objetivos especificos:

= Avaliar os parametros cinéticos dos espermatozdides frescos (Oh) e resfriados a
4°C de caprinos, nos tempos de 6, 12, 24 e 48 horas, em ACP-101® adicionado

de duas concentracdes de Aloe vera ou gema de ovo (5 ou 10%);

» Avaliar a vitalidade dos espermatozéides frescos (Oh) e resfriados a 4°C de
caprinos, nos tempos de 6, 12, 24 e 48 horas, em ACP-101® adicionado de duas
concentracdes de Aloe vera ou gema de ovo (5 ou 10%), corados ou ndao com

eosina-nigrosina.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Local do Experimento

O procedimento foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Estadual do Ceara (UECE) com nimero de protocolo 09657319-9/05.
O experimento foi realizado no Laboratorio de Tecnologia do Sémen Caprino e Ovino
(LTSCO), inserido no Nucleo Integrado de Biotecnologia (NIB) da UECE. O Ndcleo
estd localizado na cidade de Fortaleza, no Estado do Ceard, Brasil, com latitude de
3°43°47"’ sul e longitude de 38°30°37° oeste e altitude de 16 metros acima do nivel do
mar (IBGE/IPECE, 2009). O clima da regiéo, de acordo com a classificacdo de Koppen,
é AW, quente e imido, com médias térmicas variando entre 26 a 27°C, maximas de
30°C e minimas de 19°C.

6.2 Preparacgéo dos Diluidores

Todos os tratamentos foram elaborados de acordo com a substancia a ser testada
(Aloe vera ou gema de ovo), sendo utilizados cinco tratamentos (T1 a T5). Para todos,
foi utilizado o diluidor & base de 4gua de coco em pé (ACP-101®), especifico para a
espécie caprina. Sendo realizadas as diluices do ACP-101® (PL= 3,77g; pH 7.0; 300
mOsm/ Kg H,O) em 50 mL de &gua destilada, conforme recomendacg&o do fabricante.
Apbs esta fase, foi aliquotado 10 mL do diluidor em cinco tubos Falcon.
Posteriormente, cada tubo foi identificado, sendo adicionadas as concentracfes
especificas de gema de ovo ou Aloe vera, além da complementacdo ao diluidor de 40
mg/ 100 mL de antibi6tico (gentamicina, Gentatec® — Agro Veterinaria). Para obtenc&o
do extrato bruto da planta Aloe vera foi realizada a retirada da camada externa do
catafilo usando uma faca inox e, posteriormente, a extracdo do parénquima da folha,
com aspecto de gel incolor. Sendo entdo filtrado com o auxilio de uma peneira e
colocado em um recipiente de vidro para divisdo dos volumes a serem adicionados as
solucdes especificas (Figura 3). Sendo obtidos os seguintes tratamentos:
T1 = ACP-101° (grupo controle)
T2 = ACP-101® + 5% gema de ovo
T3 = ACP-101® + 10% gema de ovo
T4 = ACP-101® + 5% Aloe vera
T5 = ACP-101° + 10% Aloe vera
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Figura 3: Extracdo do gel da planta Aloe vera. A: catafilo da planta; B: gel

mucilaginoso sendo extraido; C: filtragem do gel para auxiliar na manipulacdo do
diluidor.

Apds serem elaborados, os diluidores foram avaliados quanto ao pH (PH-206 /
Lutron, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo) e a osmolaridade (Osmometer Automatic —
Roebling, Burladingen, Alemanha) em todos os tratamentos (T1 a T5), obtendo-se

médias compativeis com 0s niveis 6timos para a sobrevivéncia espermatica (Tabela 1).

Tabela 1: Média e erro padrdo do pH e Osmolaridade dos diluidores utilizados no

experimento.

Tratamentos pH Osmolaridade
(0-14) (mOsm/ Kg H,0)
T1 (controle) 6,68 + 0,05 342 +£0,70
T2 6,73 + 0,02 353+1,11
T3 6,67 £ 0,04 353 +£0,97
T4 6,66 £ 0,03 320+ 1,06
T5 6,59 + 0,03 303 + 0,99

T1: ACP-101%; T2: ACP-101® + 5% gema de ovo; T3: ACP-101® + 10% gema de ovo; T4: ACP-101® + 5% Aloe
vera; T5: ACP-101® + 10% Aloe vera

6.3 Coletas, Avaliacdo e Resfriamento do Sémen

Foram utilizados quatro reprodutores caprinos de trés racas distintas, dois
Saanen, um Boer e um Murciano-Granadina, com fertilidade comprovada e idade
variando de 2 a 4 anos. Os caprinos pertencem ao LTSCO e foram mantidos sob um
manejo intensivo, sendo alimentados com feno de Tifton (Cynodon sp.) e concentrado
comercial com 18% de proteina bruta, além de sal mineral e 4gua a vontade. As coletas

seminais foram realizadas com intervalos de 48 horas nos meses de novembro/2009 e
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janeiro/2010. Foi obtido um total de 48 ejaculados (12 ejaculados por animal), sendo
obtidos 12 pool’s, cada um, com um minimo de dois mililitros de sémen. A coleta do
sémen foi realizada com o auxilio de uma vagina artificial especifica para pequenos
ruminantes, pré-aguecida a uma temperatura média de 39°C e acoplada a um tubo
coletor de vidro e graduado. Foram realizadas ao final da tarde, buscando causar o
minimo de estresse nos animais. Cada pool foi avaliado subjetivamente quanto ao
volume (tubo graduado), concentracdo (camera de Neubauer — 10° sptz/mL), motilidade
massal (0 a 5), percentual de espermatozdides moveis (0 a 100%) e vigor (0 a 5), de
acordo com a metodologia empregada por Chemineau et al. (1991). Os valores
encontrados estdo expressos em média e erro padrdo (Tabela 2). Trés amostras de um
reprodutor foram descartadas e repostas posteriormente, sendo utilizados para o
experimento, somente os ejaculados com motilidade total > 80%, vigor > 3 e motilidade
massal > 3 (Tabela 2).

Posteriormente, o sémen mantido em banho-maria a 32°C, foi aliquotado (50
ML) em tubos eppendorf e adicionado a 450 pL de cada diluidor, obtendo-se uma
concentracdo final média de 500 x 10° sptz/ mL. Apés a diluicdo, as amostras foram
acondicionadas em geladeira previamente estabilizada a temperatura de 4°C para o
resfriamento do sémen. O tempo médio deste processo foi de aproximadamente duas
horas, com média de decréscimo de 0,3°C/ min.

Tabela 2: Média e erro padrdo dos parametros seminais de caprinos avaliados apos
formagdo dos pools dos ejaculados dos quatro reprodutores em cada coleta para

realizacdo do resfriamento.

Parametros Média dos pools
Volume (mL) 2,76 £ 0,34
Vigor (0 a 5 pontos) 4,4 +0,15
Motilidade Total (%) 932+154
Motilidade Massal (0 a 5 pontos) 3,56+0,22

Concentracdo (10° sptz/ mL) 46+1,18
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6.4 Re-diluicdo seminal para Analise Computadorizada e Teste de Vitalidade

Ao término de cada tempo de avaliagdo (0, 6, 12, 24 e 48 horas), para realizar as
avaliacdes dos ejaculados, 10 pL de cada tratamento foi re-diluido em 200 pL do seu
respectivo diluidor (T1 a T5), atingindo uma concentracéo de 40 x 10° spzt/ mL. Sendo

mantidos em banho-maria a 37°C.

6.5 Andlises Seminais Auxiliadas por Computador (CASA)

A cinética espermatica foi avaliada com auxilio do programa Sperm Class
Analyser® (SCA®, Microptics S.L, Barcelona, Espanha), tanto com o sémen fresco
diluido (Oh) quanto com o sémen resfriado (6, 12, 24 e 48 horas) a 4°C. A avaliacéo foi
realizada ap6s os cinco primeiros minutos de sua re-diluigdo em todos os tratamentos
(T1 a T5). Aliquotas de 10 uL de cada amostra foram analisadas individualmente sob
lamina e laminula pré-aquecidas a 37°C. Foram utilizados os seguintes parametros do
programa: velocidade limite para espermatozéides lentos: 30um/s; limite para
velocidade média: 60 pm/s; retilinearidade minima para espermatozoides progressivos:
80%, capturados em trés campos. Um minimo de 200 espermatozoéides, por amostra foi
avaliado pelo sistema CASA usando microscopio de contraste de fase, com objetiva de
10x. Dentre os parametros espermaticos fornecidos, foram avaliados: percentual de
espermatozéides moveis (MT), percentual de espermatozOides com movimento
progressivo (MP), velocidade curvilinear (VCL - um/s), velocidade em linha reta (VSL
- um/s), velocidade média do percurso (VAP - um/s), linearidade (LIN - %) e
deslocamento lateral da cabeca (ALH - um) (Figura 4).

6.6 Teste de Vitalidade (Eosina-nigrosina)

Para este teste, foi realizado esfregaco em uma l&mina pré-aquecida a 37°C
utilizando 5 L do corante eosina-nigrosina (eosina 1g, nigrosina 2g, citrato de sédio
3,579 e agua destilada gsp. 100 mL - Baril et al., 1993), adicionado a 5 puL do sémen re-
diluido. Um total de 200 espermatozoides foi avaliado, sendo identificados como

corados (inviaveis) ou ndo corados (viaveis).
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6.7 Analise Estatistica

Inicialmente os dados foram submetidos aos Testes de Kolmogorov-Smirnov e
de Bartlet para confirmacéo da distribui¢cdo normal e homogeneidade de variancia entre
tratamentos, respectivamente. Confirmado o atendimento das exigéncias para realizacdo
da Analise de Variancia (ANOVA), esta foi executada por meio do procedimento GLM
do Programa SAS (2002) e, o teste de Student-Newman-Keuls (SNK) foi empregado
para comparacdo das médias correspondentes as variaveis MP, VSL e VAP. As demais
(VCL, LIN, ALH, MT e Teste de Vitalidade) ndo apresentaram homocedasticidade,
mesmo apos transformacdo dos dados, e foram analisadas por meio do teste ndo
paramétrico de Kruskall Wallis. Os resultados foram expressos como média + erro

padrdo da média e as diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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Figura 4: Descric¢do do processamento do sémen de quatro caprinos desde a colheita
seminal até as avalia¢cdes para comprovacao de motilidade e vitalidade espermatica.
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7 RESULTADOS

Os pardmetros cinéticos de MT e MP estdo apresentados nas Tabelas 3 e 4,
respectivamente. Foram observadas diferencgas significativamente superiores quanto a
MT nos tempos de O e 6 horas de resfriamento, quando comparado o T2 com 0s
tratamentos que utilizaram Aloe vera (T4 e T5) e também com o T1 (grupo controle)
(p<0,05). Entretanto, nestes tempos, o T2 foi considerado semelhante ao tratamento que
utilizou 10% de gema de ovo (T3).

Quando observados os tempos de 24 e 48 horas, o tratamento que utilizou 5% de
Aloe vera (T4), obteve valores significativamente superiores quando comparado com 0s
tratamentos que tinham em sua composicdo a gema de ovo. Mas, mostrou-se
semelhante ao grupo controle (T1) e ao tratamento que utilizou 10% de Aloe vera (T5)
(p>0,05), Tabela 3.

Quanto aos padrbes de decréscimo no percentual da MT (Tabela 3), quando
observados os tempos dentro de cada tratamento, foi ressaltado um comportamento
gradual em todos os grupos do experimento. A partir das 6 horas de resfriamento o T1,
T4 e T5 obtiveram médias inferiores (p<0,05) quando comparado com a avaliacdo a Oh,
entretanto, apds esse periodo pode-se observar que esta diminuicdo alcangou niveis
constantes durante todo o experimento, ndo sendo observadas diferengas significativas
dentro de cada tempo estudado.

Quando analisados os tratamentos que utilizaram gema de ovo (T2 e T3), estes
se comportaram de forma semelhante, mantendo suas médias sem diferencas
significativas até o tempo de 12 horas (p>0,05), mas a partir das 24 horas de
resfriamento foi observada uma reducao significativa em ambos os tratamentos (Tabela
3).
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Tabela 3: Média + erro padrdo da média da Motilidade Total de espermatozdides
caprinos frescos diluidos em ACP-101® e resfriados a 4°C com duas concentragdes de
gema de ovo (T2 — 5% e T3 — 10%) ou Aloe vera (T4 — 5% e T5 — 10%) por um periodo

de 48 horas, analisados através do Sperm Class Analyser (SCA®, Microptics, S.L.,

Espanha).

Tratamentos Oh 6h 12h 24h 48h
T1 78,82 +£3,07°°  69,03+4,67°% 5771+6,13%®  67,10+505""® 52096 +5,86°"
T2 93,89+1,26"  86,97+6,77%  7357+1,62"%  33,02+13,09%° 31,29 + 13,005
T3 88,32 4,77  80,41+8,80""  57,09+3,89"  2741+1158"% 19,74 + 10,30
T4 86,93 £2,38"° 80,32 +2,57"F° 77,12 +4,09°%%" 70,32 + 4,46 71,60 + 4,135
T5 84,27 +2,98"°  66,32+6,14%  6330+4,75%°  52,65+520%°  56,65+7,01%

Letras minusculas na mesma coluna (p<0,05) e maidsculas ha mesma linha diferem entre si (p<0,05)
T1: ACP-101%; T2: ACP-101® + 5% gema de ovo; T3: ACP-101® + 10% gema de ovo; T4: ACP-101® + 5% Aloe
vera; T5: ACP-101® + 10% Aloe vera

Na Tabela 4, o T2 apresentou médias significativamente superiores até as 6
horas de resfriamento quando comparado com o T1, T4 e T5 (p<0,05), sendo
semelhante ao T3.

Em contrapartida, a partir das 12 horas, o T4 apresentou médias percentuais
significativamente superiores de MP quando confrontado com os tratamentos que
utilizaram gema de ovo (p<0,05), sendo semelhante ao controle (T1) e ao T5 (Tabela 4).

Observando ainda as médias dos percentuais de MP encontrados no estudo
(Tabela 4), pode-se observar que as 24 horas de resfriamento, o T4 apresentou-se
significativamente superior ao T2 e T3, e semelhante ao T1 e o T5 (p>0,05). Por
conseguinte, o T4 comportou-se de forma semelhante, quando comparados o0s
tratamentos no tempo de 48 horas do resfriamento.

Ao se analisar as médias dos tempos de resfriamento (0, 6, 12, 24 e 48 horas), de
cada tratamento, estas apresentaram o0 mesmo padrdo de comportamento quando
avaliados os percentuais de MT.

As médias dos parametros cinéticos de velocidade curvilinear (VCL), velocidade
em linha reta (VSL), velocidade média do percurso (VAP), linearidade (LIN) e
amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH) estdo expostos na Tabela 5.

Quanto a VCL, os tratamentos T1, T2 e T4 apresentaram valores
significativamente superiores nos tempos 0, 6 e 12 horas de resfriamento sendo

semelhantes entre si. Entretanto, o T1 apresentou-se com medias significativamente
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superiores quando comparado com o T3 e o0 T5 (p<0,05), e 0 T2 e 0 T4 foram
considerados semelhantes a estes tratamentos.

No decorrer dos tempos analisados (24 e 48 horas), 0 T1 e 0 T4 apresentaram as
médias mais elevadas (p<0,05), sendo estatisticamente superiores a todos os demais
tratamentos (T2, T3 e T5) as 24 horas de resfriamento, entretanto, as 48 horas, o T5
comportou-se de forma semelhante ao T4.

Na varidvel tempo, dentro de cada tratamento, ndo foram constatadas diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05) no tratamento com 5% de Aloe vera (T4), pois
este manteve constantes os padrdes de VCL durante todo o decorrer do experimento (0,
6, 12, 24 e 48 horas). Contudo, nos demais tratamentos, foram observadas diferencas
significativas a partir das 6 horas de resfriamento (p<0,05).

Quando analisada a VVSL, o grupo controle apresentou médias significativamente
superiores a0 T5 e ao T3 e T5 nos tempos de 0 e 6 horas de resfriamento,
respectivamente (p<0,05). Nestes tempos de andlise, 0 T1 se comportou de forma
semelhante aos demais tratamentos (Tabela 5).

A partir das 12 horas de resfriamento foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) nos tratamentos T1, T2 e T4, onde estes foram
superiores ao T3, e semelhantes ao T5. As 24 horas, 0 T1 e o T4 foram semelhantes,
mas, superiores quando comparados com 0s demais tratamentos. Por conseguinte,
quando observado o ultimo tempo de avaliacdo (48 horas), o T1 permaneceu com suas
médias elevadas e foi significativamente superior a todos 0s outros tratamentos
(p<0,05).

Analisando a VAP, na primeira hora de avaliacdo (Oh) todos os tratamentos se
comportaram de forma semelhante ao observado na VSL. Entretanto, nas horas
seguintes, 6 e 12 horas, 0 T1, T2 e T4 obtiveram as melhores médias e estas foram
significativamente superiores (p<0,05) quando comparadas com as médias do T3 e do
T5 (Tabela 5).

Ao se comparar 0s tempos de 24 e 48 horas de avaliacdo da VAP (Tabela 5), o
grupo controle (T1) e o grupo que utilizou 5% de Aloe vera (T4) foram
significativamente superiores aos demais tratamentos (p<0,05), entretanto, no tempo de
48 horas, o tratamento com 10% de Aloe vera (T5) se comportou de forma semelhante
ao T4. Neste mesmo parametro, dentro de cada tratamento em relacdo aos tempos

avaliados, foi observado que o T1 e o T5 mantiveram suas médias constantes durante
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todo o estudo, entretanto, nos demais tratamentos a partir das 6 horas (T3 e T4) foram
observas diferencas significativas (p<0,05).

A LIN e a ALH obtiveram resultados semelhantes entre os tratamentos até 6
horas de resfriamento, ndo sendo observadas diferencas estatisticas entre todos 0s
tratamentos (p>0,05).

As 12 horas de resfriamento, as médias de LIN permaneceram constantes, nio
sendo observadas diferencas entre os tratamentos. Mas, quando observada a ALH, o T1,
T2 e T4 alcangaram as maiores médias (p<0,05), entretanto, o0 T3 e o T5 foram
semelhantes ao T4 (Tabela 5).

Ainda na Tabela 5, quando observados os tempos de 24 e 48 horas, 0s
tratamentos T1, T4 e T5 foram significativamente superiores quando comparados com
0s demais tratamentos estudados quanto aos parametros cinéticos de LIN e ALH
(p<0,05).

Tabela 4: Média * erro padrdo da Motilidade Progressiva de espermatozoides caprinos
frescos, diluidos em ACP-101® e resfriados a 4°C com duas concentracdes de gema de
ovo (T2 — 5% e T3 — 10%) ou Aloe vera (T4 — 5% e T5 — 10%) por um periodo de 48

horas, analisados através do Sperm Class Analyser (SCA®, Microptics, S.L., Espanha).

Tratamentos Oh 6h 12h 24h 48h
T1 38,46 £1,94"° 3521 +248" 2807+4,00"" 30,62 +242"" 26,64 £2,69°"
T2 39,52 +3,80" 39,83+381" 3831+6,34" 13,50 +546 16,59 * 7,155
T3 39,01 +3,84"° 3448 +458™  2574+691% 8,27 + 3,70% 5,96 + 3,48
T4 45,02 +1,88"° 42,32 +2,70" 43,47 +3,53™ 39,88 + 3,18™ 31,97 £2,33%
T5 4561 +3,28"  3320+3,61"% 3513+448"" 26,91 +3,85% 27,75 +3,82%

Letras minusculas na mesma coluna (p<0,05) e mailsculas na mesma linha diferem entre si (p<0,05)
T1: ACP-101®%; T2: ACP-101® + 5% gema de ovo; T3: ACP-101® + 10% gema de ovo; T4: ACP-101® + 5% Aloe
vera; T5: ACP-101® + 10% Aloe vera

Em relacdo ao teste de vitalidade espermatica foram observadas diferencas
estatisticas no tempo de Oh de resfriamento, onde o T2 apresentou-se significativamente
superior quando comparado com 0 T1, T4 e T5, sendo semelhante ao controle. Quando
observado o tempo de 12 horas de resfriamento, nao foi encontrada diferenca estatistica
entre os tratamentos (p>0,05).
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Entretanto, quando observados os tempos de 24 e 48 horas, 0 T4 apresentou-se
significativamente superior (p<0,05) ao T2 e T3, mas em contrapartida, semelhante, aos
demais tratamentos, dados apresentados na Tabela 6.

Ao observar os tratamentos, individualmente, dentro de cada tempo pode-se
constatar que o T1 foi o Unico grupo que ndo foram observadas diferencas significativas
(p>0,05). Porém, quando analisados os tratamentos que utilizaram Aloe vera
independente da concentracdo adicionada, foi observada diferenca significativamente
superior quando comparado o tempo de Oh com os demais tempos (p<0,05), ndo sendo
observadas outras diferencas.

Em contrapartida, o T2 e T3, mesmo apresentando comportamento inicial
semelhante aos tratamentos com Aloe vera, estes com o decorrer das horas de
resfriamento obtiveram uma reducdo acentuada no percentual de espermatozoides vivos

no teste de vitalidade aplicado neste estudo (p<0,05).
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Tabela 5: Médias + erro padrdo dos parametros da velocidade curvilinear (VCL - um/s), velocidade em linha reta (VSL - um/s), velocidade

média do percurso (VAP - um/s), linearidade (LIN - %) e deslocamento lateral de cabe¢a (ALH - um) de sémen caprino diluido em ACP-

101®e resfriado a 4°C por um periodo de 48 horas.

Paramgtros Tratamentos/ oh 6h 12h 24h 48h
Cineticos Tempos
T1 121,05 + 6,212 108,02 + 5,735 08,82 + 5,94 105,24 + 4,035 104,36 + 3,88"%
T2 106,52 + 8,05 101,13 + 6,28" 88,01 + 11,83 40,64 + 11,995 37,41 + 13,35°°
VCL (um/s) T3 95,97 + 7,69 81,55 + 5,68 57,36 + 13,275 26,54 + 8,44°° 17,14 + 21,84
T4 106,45 + 4,15 99,48 + 3,46™ 95,57 + 4,14™ 08,82 + 2,76™ 90,87 + 5,46"%
T5 87,14 + 421" 80,11 + 2,5778° 72,42 + 6,97%° 83,26 + 3,15"%" 78,34 + 4,09"%°
T1 79,75 + 10,28 73,42 + 5514 64,93 + 4,85 68,97 + 2,35 68,12 + 3,56
T2 68,54 + 5,88"%® 67,04 + 4,79"%® 58,94 + 8,02 27,98 + 8,74 25,83 + 9,99°°
VSL (um/s) T3 63,67 + 5,99 52,10 + 4,278 37,93 + 8,94% 18,18 + 6,09 10,99 + 4,95
T4 72,07 + 2,047 68,04 + 3,50 66,01 + 3,43 70,99 + 2, 53" 58,55 + 5,06"°
T5 57,77 + 4,86™° 52,07 + 3,08"° 49,36 + 5,72 54,51 + 4,95"° 50,98 + 3,87°°
T1 101,66 + 5,77 92,15 + 5,71 82,68 + 5,53 88,29 + 3,11 87,45+ 4,17
T2 88,27 + 7,09 85,12 + 5,99 74,33 + 10,00 32,89 + 10,18"° 30,98 + 11,72°°
VAP (um/s) T3 80,28 + 7,01 66,70 + 5,26"" 47,98 + 11,28 21,58 + 7,09° 13,75 + 6,13
T4 90,42 + 3,35"%® 84,81 + 3,505 81,23 + 3,785 84,88 + 2,66"% 73,27 + 5,655
T5 70,58 + 5,36"° 64,08 + 3,30"° 59,34 + 6,87°° 65,00 £ 5,12°° 62,34 + 4,69"°
T1 65,88 + 1,48™ 67,66 + 2,96™ 65,68 + 3,30 65,98 + 2,26™° 65,67 + 2,34
T2 63,98 + 2,32 65,70 + 2,37 60,18 + 6,14 38,10 + 8,87°° 31,34 + 10,09%°
LIN (%) T3 65,89 + 2,38 63,08 + 2,01 44,05 + 9,55 38,01 + 10,007 25,03 + 9,16
T4 67,96 + 1,735 68,10 + 2,07°5¢ 69,13 + 1,95"52 71,97 + 2,004 63,44 + 2 6152
T5 65,15 + 3,00 64,90 + 3,27 66,88 + 3,00 64,56 + 4,67 64,37 + 2,04%
T1 2,96 +0,10™ 2,73+0,14% 2,69 +0,16™ 2,82 +0,12" 2,80 +0,11™
T2 2,87 +0,15™ 2,72 +0,13% 2,21 + 0,34"% 1,20 + 0,375 1,02 + 0,38°
ALH (um) T3 2,61 0,15 2,60 + 0,08 1,64 +0,36%° 0,94 + 0,31 0,62 + 0,28
T4 2,63 +0,11" 2,50 + 0,07 2,50 + 0,08"% 2,48 + 0,09 2,73 £ 0,09
T5 2,54 +0,10™ 2,563 +0,13* 2,28 +0,10"° 2,76 + 0,20 2,63+ 0,20

Letras minusculas na mesma coluna (p<0,05) e maitsculas na mesma linha diferem entre si (p<0,05)
T1: ACP-101®; T2: ACP-101® + 5% gema de ovo; T3: ACP-101® + 10% gema de ovo; T4: ACP-101® + 5% Aloe vera; T5: ACP-101® + 10% Aloe vera
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Tabela 6: Média + erro padrdo dos espermatozéides caprinos frescos, diluidos em ACP-
101® e resfriados a 4°C com duas concentracdes de gema de ovo (T2 — 5% e T3 — 10%)
ou Aloe vera (T4 — 5% e T5 — 10%) por um periodo de 48 horas, ndo corados através de

eosina-nigrosina para o Teste de Vitalidade.

Tratamentos Oh 6h 12h 24h 48h
T1 7854 +253"  7146+361" 6550+4,52™ 65673727 64,92 +4,45™
T2 87,54 +2,05" 7267+501% 6658+7,77% 37,33+8,67° 21,63+7,88%
T3 83,38 +£2,93"  7425+6,14"% 61,83+7,22%  37,00+8,16%° 22,54 +8,89"
T4 77,79 +1,62"°  67,29+352% 66,58 +3,23%  63,88+6,20%® 60,00 +5,77%
T5 75,71+ 3,06 64,54 +4,26% 63,71 +3,03% 5458+6,855 5500 +4,59%

Letras mindsculas na mesma coluna (p<0,05) e maidsculas ha mesma linha diferem entre si (p<0,05)
T1: ACP-101®%; T2: ACP-101® + 5% gema de ovo; T3: ACP-101® + 10% gema de ovo; T4: ACP-101® + 5% Aloe

vera; T5: ACP-101® + 10% Aloe vera
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8 DISCUSSAO

Ao estudar um diluidor para caprinos, pobre em fosfolipidios e abundante no
Nordeste do Brasil, foi desenvolvido no Nucleo Integrado de Biotecnologia (NIB) da
Universidade Estadual do Ceard junto com a Empresa ACP Biotecnologia o diluidor
4gua de coco em p6 (ACP®). Este processo buscou viabilizar um meio alternativo, de
baixo custo e de simples acesso para os produtores, centrais de pesquisas e bancos de
germoplasma. Além disso, a substituicdo dos componentes do diluidor, como a gema
de ovo, é outro entrave a ser solucionado. Possivelmente a composicdo de origem
vegetal presente no ACP- 101® (aclicares, aminoacidos, vitaminas e minerais) em
especial a frutose, principal fonte de energia utilizada pelo espermatozoide (BALL E
PETERS, 2006), contribuiu para a manutencdo da qualidade espermaética encontrada
neste estudo.

O Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) permite uma avaliacdo objetiva e
precisa, ndo somente sobre a propor¢do de células mdveis em uma amostra de sémen,
mas também sobre a qualidade do movimento das mesmas. As trajetérias do
espermatozéide sdo individualmente determinadas pela funcdo flagelar. Caracteristicas
como velocidade, frequéncia de batimento flagelar e amplitude do deslocamento irdo,
corretamente, refletir a condicéo fisiologica de cada célula (VERSTEGEN et al., 2002),
auxiliando de forma mais precisa na apuracdo dos dados reais deste trabalho.

A motilidade é a mais importante caracteristica de viabilidade espermaética e
capacidade fecundante do ejaculado (JANUSKAUSKAS et al.,, 1999). Quando
observadas as taxas de motilidade total do tratamento utilizando 5% de Aloe vera estas
foram superiores (Oh: 86,93 + 2,38; 6h: 80,32 + 2,57; 12h: 77,12 + 4,09; 24h: 70,32
4,46; 48h: 71,60 £ 4,13) as taxas encontradas por Viana et al. (2006), quando estes
utilizaram TRIS-2,5% gema de ovo no resfriamento seminal de caprinos durante o
mesmo periodo de 48 horas (Oh: 84,06 + 8,46; 6h: 77,66 + 13,96; 12h: 69,75 * 23,63;
24h: 56,28 + 26,62; 48h: 40,62 + 29,61). Quando comparados 0s tratamentos que
utilizaram gema de ovo em sua composicdo (T2 e T3) com os valores encontrados por
esses autores, até seis horas de resfriamento, estes, tambem foram inferiores. Apos esse
periodo (24 e 48 horas), a média encontrada por Viana et al. (2006) foi superior (56,28
* 26,62% e 40,62 £ 29,61%). A diferenca encontrada entre os resultados obtidos neste
trabalho pode estar relacionada ao alto percentual de gema adicionado ao diluidor (5% e

10%), que apesar de seus constituintes apresentarem acdo preservadora sobre o
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metabolismo, motilidade e fertilidade de espermatozdides conservados a baixas
temperaturas (O’SHEA E WALLES, 1967), podendo estar relacionada ao produto das
glandulas bulbouretrais dos caprinos, produzem uma fosfolipase (EYCE), que hidrolisa
a lecitina da gema de ovo, formando &cidos graxos e lisolecitina. Estes produtos atuam
sobre a membrana espermaética, danificando-a (ROY, 1957), sendo passivel de estar
relacionado com a diminuicao da motilidade nos tratamentos que utilizaram a gema de
ovo. Essa lisolecitina € toxica devido a sua acdo detergente sobre os lipidios da
membrana plasmatica (NUNES, 1982).

O movimento espermatico pode ser influenciado por fatores como: temperatura
de analise, processamento do sémen, concentracdo espermaética e defeitos quanto a sua
morfologia (GRAVANCE et al., 1998). A motilidade progressiva é importante, pois
fornece uma avaliacdo aproximada da vitalidade do sémen (BALL E PETERS, 2006),
podendo ser correlacionada positivamente com a fertilidade (CORTELL, 1981).

Quando utilizada a 4gua de coco in natura para o resfriamento do sémen caprino
as motilidades espermaticas encontradas por Campos et al. (2004) foram de 68,61% +
2,46; 53,14% =+ 3,10; 38,97% = 3,28, nos tempos de 0, 24 e 48 horas, respectivamente.
Quando confrontado com os dados do presente estudo nos tratamentos que utilizaram
ACP-101°® adicionado ou ndo de Aloe vera (T1: 78,82% + 3,07; 67,10% + 5,05; 52,96%
+ 5,86, T4: 86,93% =+ 2,38; 70,32% + 4,46; 71,60% + 4,13 e T5: 84,27% + 2,98;
52,65% =+ 5,20; 56,65% + 7,01) estes foram superiores, mostrando que a padronizacgéo e
estabilizacdo do produto &gua de coco, na forma de po, ressaltou ainda mais a
caracteristica conservadora e nutritiva deste diluidor.

A capacidade da planta Aloe vera de aumentar a permeabilidade celular
(MATQS, 1998), pode ter contribuido para a reducdo nos resultados do teste de
viabilidade quando sdo comparados aos tratamentos com gema de ovo, principalmente
nas primeiras horas do resfriamento (0 e 6h). Outro questionamento estéd relacionado
com a padronizagdo da Aloe vera j& que neste trabalho foi utilizado o extrato bruto da
planta. Isto pode ter contribuido para alguma modificagdo nos parametros espermaticos,
mesmo sem ter demonstrado variacbes de pH e osmolaridade no diluidor. Para
constatacdo desta influéncia nos resultados, € necessaria a realizacdo de testes mais
especificos e comparacdes com outros extratos sintéticos extraidos da referida planta.
Entre eles a avaliagdo da membrana acrossomal, morfometria, anormalidades
espermaticas, alem do teste de fertilidade para comprovacgdo in vivo do real potencial

dos espermatozdides conservados nesse meio.



59

Em contrapartida, a viscosidade do gel mucilaginoso da Aloe vera utilizado no
experimento possivelmente poderd ter interferido na diminuigdo dos pardmetros de
velocidade encontrados nesta pesquisa, mas vale ressaltar que, mesmo com padrdes
inferiores, os parametros foram constantes durante todo o processamento e analise do
sémen. Além disso, as qualidades nutricionais e antioxidantes da planta, em associacao,
auxiliaram a manutencdo do padrdo da qualidade espermatica obtido neste estudo, ja
que os antioxidantes lutam contra os radicais livres, componentes instaveis produzidos
pelo metabolismo do corpo retardando o envelhecimento celular (SARABIA et al.,
1999).

Relatos na literatura utilizando o gel de Aloe vera sdo datados da década de 80.
Onde, Rodriguez et al. (1988) utilizaram o gel desta planta para substituicdo do diluidor
seminal na inseminacdo cervical e intrauterina em ovelhas. Por conseguinte, em 2006,
Gutiérrez e colaboradores utilizaram a Aloe vera para congelagdo do sémen ovino
encontrando 70% de espermatozdides vivos (0h) com a adi¢do de 40% desta substancia
ao diluidor e, com 90 dias de estocagem a taxa atingiu 60%. Estes resultados foram
considerados satisfatdrios, entretanto, quando comparados com os obtidos no presente
estudo, sao inferiores, pois no mesmo tempo de avaliacdo (Oh) foi observada a média de
86,93% de MT mesmo utilizando uma concentragdo oito vezes menor que a empregada
pelos autores anteriormente citados.

Outro parametro, a linearidade, é calculado como VSL/VCL x 100. A elevada
linearidade acontece quando a velocidade curvilinear apresenta baixa amplitude de
deslocamento de cabeca (ALH) e em geral o movimento é quase que 0 mesmo
observado em linha reta (MORTIMER, 1997). Neste estudo resultados superiores de
linearidade foram mantidos quando foi utilizado o ACP-101®, associado ou n&o ao
extrato da Aloe vera para a conservacao dos espermatozoides.

Mesmo os tratamentos com Aloe vera apresentando semelhanca estatistica com
o grupo controle (ACP-101®), o Unico tratamento que permitira uma I.A. é o tratamento
que utilizou 5% de Aloe vera, ja que é o tratamento que manteve os padrdes minimos de
qualidade espermética, segundo o Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal em 1998,
que enfatiza que o padrdo de motilidade minimo deve ser de 30%.

Além disso, j& que o resfriamento € 0 primeiro passo para 0S processos de
criopreservagdo, mesmo o T1 apresentando valores considerados semelhantes aos
tratamentos que utilizaram Aloe vera, o diluidor sozinho ndo tem a capacidade de

manter os espermatozoéides vidveis durante os processos de congelacdo/descongelacéo.
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A deficiéncia de trabalhos utilizando a Aloe vera como componente e aditivo do
diluidor seminal dificultou a comparagdo destes resultados com a literatura. Sendo
assim tornam-se necessérias novas pesquisas envolvendo o ACP® associado a Aloe
vera, para que possam enfatizad-los como substéncias ideais para a manutencdo da

sobrevivéncia e da qualidade espermaticas.
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9 CONCLUSOES

A utilizagdo do extrato bruto de Aloe vera adicionado ao diluidor ACP-101°, na
concentracdo de 5%, é capaz de manter 0s parametros espermaticos por um periodo de
resfriamento a 4°C de até 48 horas, sendo um estudo prévio para a avaliacdo da
interacdo desta substancia com este diluidor.

Além do mais, a Aloe vera pode ser considerada um crioprotetor eficiente na
conservacao das células espermaticas de machos caprinos, em substituicdo a gema de
0vo, para sua posterior utilizacdo nos processos de criopreservacdo, ja que o diluidor
ACP-101®, sozinho, ndo tem a capacidade de proteger os espermatozéides durante as

fases deste processo.
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10 PERSPECTIVAS

» Estudar a viabilidade e fertilidade do sémen caprino, diluido em &gua de coco
em pé (ACP-101®) e resfriado a 4°C adicionado de Aloe vera, a fim de
promover a melhoria da sobrevivéncia das celulas espermaticas, permitindo

desta forma, seu emprego a longas distancias e em locais de dificil acesso;

= Elucidar o mecanismo de acdo da Aloe vera adicionada ao diluidor ACP-101®

no sémen caprino;

= Estudar a composicdo da planta Aloe vera objetivando enfatizar quais o0s
componentes que sdo responsaveis pela crioprotecdo e, posteriormente
estabelecer o protocolo ideal para a conservacdo do sémen na espécie caprina

para a aplicacdo em programas de inseminacao artificial;

= O desenvolvimento de novos protocolos com o intuito de prolongar a
sobrevivéncia dos espermatozoides sob condicbes artificiais a partir de um
melhor entendimento sobre a atuacdo do extrato de Aloe vera poderd se
constituir em linhas de pesquisa em programas de conservacdo do sémen

caprino.
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