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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito do gel da planta Aloe vera (Aloe barbadensis Miller),
associado ao diluidor Tris (hidroximetil aminometano) ou Agua de coco em p6 (ACP-
106®) na conservacdo de sémen de cdes, bem como a acdo desse gel no processo de
renovagdo do diluidor. Foram utilizadas amostras seminais de cinco cées da raga Basset
Hound. No Experimento 1, as amostras foram diluidas em duplicata, utilizando Tris + 20%
de gema de ovo (G1 e G2) ou 5% de Aloe vera (G3 e G4), e avaliadas nos tempos de 0, 48,
72 e 96 horas. Apos a analise de 48h, todas as amostras foram centrifugadas por 10 min
(400g) em centrifuga refrigerada (5 °C). Nos grupos G1 e G3 o sobrenadante foi removido
e um novo diluidor foi adicionado. Nos outros grupos (G2 e G4) os pellets foram re-
diluidos no mesmo sobrenadante, sem renovacao. Para 0 Experimento 2, as amostras foram
divididas em aliquotas iguais, de acordo com os tratamentos (G1: Tris + 20% gema de ovo,
controle; G2: Tris + 5% Aloe vera; G3: ACP-106® + 5% Aloe vera) e avaliados nos tempos
de 0, 24, 48 e 72 horas apés refrigeracdo. Em ambos experimentos foram realizadas
andlises de cinética espermatica e de integridade da membrana (iMP). Nos resultados do
Experimento 1 a renovagdo do diluidor ndo influenciou em nenhum parametro analisado
no grupo que utilizou gema de ovo (G1), fato evidenciado quando comparados os dois
tratamentos que utilizaram esta substancia. O G2 (sem renovacdo) ndo determinou
diferenca significativa quando comparado ao G1 (com renovacgdo). Entretanto, 0s grupos
com Tris-Aloe vera (G3 e G4) foram inferiores (P<0,05) aos grupos com Tris-gema de ovo
(G1 e G2) apobs a renovacdo, e esta mostrou efeito deletério nos espermatozoides do grupo
que recebeu novo diluidor (G3), em todos os pardmetros. No Experimento 2 ndo foram
encontradas diferencas estatisticas nos parametros de motilidade total, retilinearidade e
indice de oscilacdo e integridade de membrana plasmética quando comparados o0s
tratamentos e os tempos de avaliagdo. Entretanto, a motilidade progressiva no G1 mostrou-
se significativamente superior (P<0,05) aos demais tratamentos no primeiro tempo de
avaliacdo (Oh). No entanto, as 24h o G3 demonstrou valores semelhantes ao G1. Os valores
de linearidade no G3 foram significativamente superiores (P<0,05) aos demais grupos
desde o inicio das avaliacdes. De acordo com os achados do Experimento 1, pode-se
concluir que a renovacdo do diluidor ndo € necessaria para a preservacdo dos
espermatozoides caninos submetidos a refrigeracdo (5 °C) por 96 h. Além disso, constatou-
se que o gel da Aloe vera pode ser utilizado em substituicdo a gema de ovo, no diluidor de
refrigeracdo de sémen de cées, na concentracdo de 5%, sem renovagdo do diluidor. J& no
Experimento 2, pode-se concluir que a Aloe vera pode ser empregada na concentracao de
5% em substituicdo a gema de ovo no diluidor de refrigeracdo de sémen de caes,
independente do diluidor utilizado.

Palavras-chave: Aloe vera, renovacao do diluidor, refrigeracao, centrifugacdo, gema de
ovo, Agua de coco em p6 (ACP-106®).



ABSTRACT

The aim was to evaluate the effect of the Aloe vera gel (Aloe barbadensis Miller), in
association with the Tris base (hydroxymethyl aminomethane) or powdered coconut water
(ACP- 106®) in canine semen conservation, as well as the action of this gel in the renewal

process of the extender. Semen samples from five dogs, of breed Basset Hound, were used.
In Experiment 1, samples were diluted in duplicate, using Tris plus 20% egg yolk (G1 and G2) or
5% Aloe vera (G3 and G4) and evaluated at 0, 48, 72 and 96 hours. After 48 hours, all samples
were centrifuged for 10 minutes (400g) in a cooled centrifuge (5 °C). In the groups G1 and G3 the
supernatant was removed and a new extender was added. In the other groups (G2 and G4) pellets
were re-diluted in the same supernatant, without renewal. For Experiment 2, samples were divided
into two equal aliquots, according to the treatments (G1: Tris + 20% egg yolk, control G2: Tris + 5%
Aloe vera; G3: ACP-106® + 5% Aloe vera) and evaluated at 0, 24, 48 and 72 hours after cooling.
In both experiments were performed sperm kinetics and membrane integrity analysis (iMP). In
Experiment 1 results the diluent renewal did not affect on any parameter analyzed in the group
using egg yolk (G1), shown when comparing the two treatments of this substance. The G2 (without
renewal) did not demonstrate a significant difference when compared to G1 (renewal). However,
groups with Tris-Aloe vera (G3 and G4) were lower (P <0.05) than the groups with Tris-egg yolk
(G1 and G2) after the renewal, and this has showed deleterious effect on the group that sperm
received new diluent (G3) in all parameters. There were no statistical differences in Experiment 2 in
the parameters of total motility, straightness and oscillation index and plasma membrane integrity
comparing treatments and evaluation times. However, the progressive motility in G1 proved to be
significantly higher (P <0.05) than the other treatments in the first assessment period (Oh).
However, at 24 the G3 showed values similar to G1. The linearity values of G3 were significantly
higher (P <0.05) than other groups from the start of the evaluations. According to the findings from
Experiment 1, it can be concluded that the replacement of diluent is not necessary for the
preservation of canine spermatozoa undergo cooling (5 °C) for 96 h. Furthermore, it was found that
the gel of Aloe vera may be used to replace egg yolk in dog semen cooling diluent at a
concentration of 5% without renewal. In the Experiment 2, it can be concluded that Aloe vera can
be used at a concentration of 5% to replace egg yolk in dog semen cooling diluent, regardless of
the one used.

Keywords: Aloe vera, renewal extender, cooling, centrifugation, egg yolk, powder
coconut water (ACP-106®).
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1 INTRODUCAO

O sucesso da biotecnologia de conservacdo do sémen vem crescendo devido ao
aumento de pesquisas na area, com o objetivo principal de prolongar a viabilidade in vitro
e 0 poder fecundante dos espermatozoides armazenados (FOOTE e PARKS, 1993;
ANDRADE, 2002) e, consequentemente, favorecer a propagacao das especies (BEAVER,

2001).

Mais especificamente nos cées, esse procedimento (RIJSSSELAERE et al., 2005) a
cada dia ganha mais importancia mundial, pois possibilita o intercAmbio entre bancos de
sémen, sem necessidade de transportar os animais para o acasalamento (MILANI et al.,
2010). E aparente o interesse cada vez maior dos criadores dessa espécie por estas
biotécnicas da reproducdo, devido a existéncia de problemas com o acasalamento natural,
bem como a necessidade de conservacdo do germoplasma de um determinado animal,
principalmente para fins comerciais. Além disso, a tecnologia de sémen permite também a
reproducdo de animais com deficiéncias fisicas ou comportamentais, quando estes
representam linhas genéticas que ndo podem ser perdidas (MORATO e BARNABE,
1998), além de auxiliar em programas reprodutivos de animais selvagens e/ou com risco de

extincao.

Entretanto, para que a técnica seja bem sucedida, faz-se necessario manter o sémen
por um periodo de tempo mais prolongado, ja que sua sobrevivéncia no plasma seminal é
limitada a poucas horas. Para isto, € necessaria a diluicdo em uma solucdo protetora e
nutritiva (HAFEZ e HAFEZ, 2004; AQUILA et al., 2005). O diluidor mais utilizado para
sémen de cdes € o Tris (hidroximetil aminometano), um tampdo com potencial
hidrogenioénico (pH) e osmolaridade compativeis com a sobrevivéncia espermatica

(EVANS e MAXWELL, 1987). No entanto, outra alternativa é a agua de coco em pé
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(ACP®), oriundo de um processo de desidratacdo a vacuo da agua de coco in natura, que
apos regulacao de pH e osmolaridade para cada espécie, torna-se um diluidor viavel e de

baixo custo (SALGUEIRO et al., 2002).

Associado ao diluidor ha a adicdo de substancias protetoras de membrana e, dentre
elas, a mais utilizada é a gema de ovo. No entanto, vem-se buscando um substituto para
produtos de origem animal, visando garantir a seguranca sanitaria nos processos
biotecnologicos, devido ao risco de transmissdo de doencas (BOUSSEAU et al., 1998;
SAMPAIO NETO et al., 2002). Uma opcdo para isto € a Aloe vera, planta que contém
diversas propriedades antioxidantes (SARABIA et al., 1999) e de regeneracdo celular

(MATOS, 1998; AHMED et al., 2009; MARPUDI et al., 2011).

A Aloe vera ou babosa, como é conhecida popularmente, contém ainda acucares,
como a frutose e vitaminas C e E (HU et al., 2003; VELLOSO e PEGLOW, 2003;
VIGNINI, 2011), que sdo essenciais para a manutencdo da viabilidade espermatica, o que
suporta e encoraja o0 estudo desta substancia como um possivel constituinte do diluidor de
criopreservacao de sémen de cdes. Esta planta ja foi utilizada na conservacao do sémen de
ovinos (RODRIGUEZ et al., 1988; GUTIERREZ et al., 2006), onde foram obtidas taxas
favoraveis de sobrevivéncia espermatica e também na refrigeracdo de sémen de caprinos
(MELO, 2010; MELO et al., 2012), corroborando 0 uso da mesma para conservacdo de

sémen de outras espécies.

Por ndo existir no mercado um diluidor preconizado para a espécie canina, busca-se
a elaboragdo de uma alternativa, utilizando-se a Aloe vera como um possivel substituto
para a gema de ovo, a fim de se obter um diluidor de sémen que possa garantir a seguranca
sanitaria necessaria ao processo bioldgico e ao mesmo tempo promover beneficios para os

espermatozoides caninos. Assim, 0 objetivo da pesquisa foi avaliar a eficacia da adicdo de
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Aloe vera como crioprotetor do sémen canino refrigerado a 5 °C e verificar sua capacidade
de manutencdo da qualidade espermatica durante a renovacdo do diluidor por um longo

periodo de armazenamento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biotecnologia do Sémen

Com o advento das biotecnologias da reproducdo, é possivel, com grande
eficiéncia, enriquecer e auxiliar no progresso genético das espécies, com consequente
aumento da produtividade (NUNES, 2010). O sémen pode ser processado de diferentes
maneiras, podendo ser usado imediatamente apds a coleta, puro ou diluido, refrigerado ou
criopreservado. Mesmo quando utilizado puro, o ejaculado de um macho pode ser usado
em um numero relativamente elevado de fémeas. A primeira gestacdo decorrente de
inseminacdo artificial (I.A.) com sémen canino preservado em leite pasteurizado e

refrigerado por 7 dias foi descrita por Harrop em 1954 (CUNHA, 2002).

Depois de diluido, o sémen pode ser conservado refrigerado a 4 °C para utilizacao
em um curto periodo de tempo ou congelado a -196 °C em nitrogénio liquido por um

periodo indeterminado, prolongando, assim, o seu uso (NUNES, 1988).

Especificamente nos cées, o estabelecimento de padrdes seminais para a avalia¢ao
reprodutiva desta espécie tem se mostrado dificil, em funcdo da grande variabilidade de
racas e da existéncia de poucos estudos avaliando sistematicamente o ejaculado de um
grande numero de animais. Portanto, em termos qualitativos, sé serdo aceitos ejaculados
que apresentarem motilidade espermatica superior a 70%, vigor > 3 (0 a 5) e, no maximo,
30% de espermatozoides com defeitos morfolégicos. Em contrapartida, quando se
estipulam os termos quantitativos, o volume, a quantidade de espermatozoides no
ejaculado e a concentracdo espermatica variam em fungdo do porte do animal em até 10

vezes de um individuo para outro (THRELFALL, 2003). Segundo England et al (2010),
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existem indicios de que a herdabilidade das caracteristicas seminais em cées seja de média
a baixa. Entretanto, fatores como idade e estado de saude, associado ou ndo a exposicéo a
drogas deletérias a reproducdo, sdo considerados 0s principais contribuintes para a

variabilidade dos ejaculados individuais dos caes.

2.1.1 Refrigeracéo

A refrigeracdo do sémen tem por finalidade prolongar a capacidade fertilizante dos
espermatozoides através da reducdo ou parada de sua motilidade e de suas reacgdes
metabdlicas (MAXWELL e EVANS, 1990). E um processo de preservacdo do sémen a
uma temperatura de 5 °C, por um periodo determinado. Este procedimento é indicado
qguando o macho e a fémea encontram-se em lugares distintos e de dificil acesso, ou nos
casos de impedimento legal da entrada de animais em outro estado ou pais, antes de um

determinado periodo de observacdo (CUNHA, 1997; JOHNSTON et al., 2001).

O processamento de refrigeracdo do sémen ocasiona danos letais e sub-letais a uma
parcela de células espermaticas no ejaculado e, dependendo da velocidade de refrigeracao,
a extensao e a intensidade sdo maiores. Isto acontece devido ao choque térmico causado
pelo frio, que determina alteracdes na conformacdo e na organizacdo estrutural dos
componentes das membranas dos espermatozoides, diminuindo prematuramente a
motilidade e a producdo de energia, a viabilidade, e, consequentemente, a fertilidade, além
de aumentar a permeabilidade da membrana (ROY, 1957; IRITANI e NISHIKAWA,
1961; AMANN e PICKETT, 1987). Uma das principais medidas para evitar o choque
térmico é a refrigeracdo gradual das células espermaticas, juntamente com a adi¢do de

fosfolipidios ao diluente (SALAMON e MAXWELL, 2000).
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A membrana plasmatica dos espermatozoides caninos apresenta uma baixa
proporcéo de acidos graxos poli-insaturados, em relacdo aos saturados (BOUCHARD et
al., 1990). Esta caracteristica confere ao espermatozoide canino uma resisténcia propria
contra o choque térmico, uma vez que as células espermaticas do cdo apresentam baixa
sensibilidade as oscilagbes de temperatura. Entretanto, de acordo com Chirinéa et al.
(2006), ha relatos de que certas racas de cdes apresentam células espermaticas com
resisténcia maior ao processo de criopreservacao do que outras. Estes autores explicam que
este evento pode ser causado por diferencas genéticas na membrana celular dos
espermatozoides, resultando numa variacdo na permeabilidade, com alteragdes no

movimento de dgua e formacao de gelo intracelular, ocasionando a morte celular.

Os principais componentes da membrana, os lipidios, estdo a temperatura ambiente
e em constante movimentacdo, tanto lateralmente na propria camada quanto
transversalmente de camada para camada. Durante a refrigeracdo dos espermatozoides,
esta movimentacao diminui e os lipidios bioquimicamente semelhantes agrupam-se quando
passam do estado liquido para o cristalino. Com isto, a organizacdo estrutural da
membrana € alterada, formando areas de elevada permeabilidade (VALLE e SILVA
FILHO, 2001). Consequentemente, com o aumento da permeabilidade da membrana a ions
e agua, pode ocorrer perda de importantes moléculas como ATP, acidos nucleicos,
fosfolipidios e enzimas, desequilibrando a composicdo idnica do meio intracelular. Outro
entrave é o deslocamento de proteinas, que formam dominios com alta concentracdo
proteica e estes podem interferir diretamente na sua fungdo, como no caso de canais
ibnicos e receptores de membrana, aumentando, neste local, a permeabilidade da
membrana e diminuindo sua funcdo metabdlica (AMANN e PICKETT, 1987; HOLT,

2000).
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Outro componente, o colesterol, posiciona-se entre as cadeias lineares dos
fosfolipidios e, dessa forma, pode modificar a interacdo entre eles, influenciando a fluidez
da membrana, mas que, durante o resfriamento, age estabilizando os fosfolipidios e
inibindo seu agrupamento, de forma que membranas com maior concentracdo de colesterol

sdo mais resistentes a mudancas de temperatura (WATSON, 2000).

O espermatozoide canino apresenta em suas membranas baixa proporcéo de acidos
graxos poli-insaturados, 0 que explica em parte sua relativa resisténcia as alteracfes de
temperatura (BOUCHARD et al., 1990). De fato, ele pode ser refrigerado a taxas
relativamente altas, de até 0,5 °C/min, com bons resultados de motilidade e fertilidade,
pos-reaquecimento. Entretanto, € importante salientar que varia¢Ges individuais na
composicdo da membrana espermatica afetam de forma significativa a resisténcia do
sémen a processos de criopreservacdo, principalmente na espécie canina
(MASCARENHAS, 2008; FARSTAD, 2009). Esta variacdo individual deve ser
considerada como um fator que dificulta tanto a padronizacdo das biotécnicas de
criopreservacao do sémen quanto a estimativa da fertilidade em casos individuais (HOLT,

2000).

Uma alteracdo comumente associada a refrigeracdo dos espermatozoides é o
acumulo de calcio. No entanto, é também um dos primeiros passos no processo fisioldgico
de capacitacdo espermatica. Espermatozoides capacitados apresentam maior instabilidade
de membranas, sdo mais sensiveis ao processo e demonstram maior tendéncia a exibir
reacdo acrossomal espontanea (FLESCH e GADELLA, 2000). Ainda, durante a
refrigeracdo o acumulo intracelular de calcio pode resultar na ativacdo de fosfolipases
citoplasmaticas, determinando danos diretos as membranas citoplasmaticas e

mitocondriais, potencialmente letais a célula. As alteragfes associadas a este estado,
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semelhante a capacitacdo, reduzem de forma significativa a longevidade espermaética,
sendo um dos fatores relacionados a menor fertilidade observada com a deposicao

intravaginal do sémen (AMANN e PICKETT, 1987; ROTA et al., 1999; WATSON, 2000).

2.2 Diluidores

Os diluidores permitem o aumento do volume total do ejaculado, facilitando seu
fracionamento em doses inseminantes e proporcionando um meio favoravel para a
sobrevivéncia dos espermatozoides in vitro (EVANS & MAXWELL, 1987). Os diluidores
diferem em sua composicdo, dependendo da espécie animal, da origem do sémen e da

tecnologia seminal empregada (HOPKINS e EVANS, 1991; MOTA FILHO, 2009).

Entretanto, independente da espécie animal, um bom diluidor deve apresentar as
seguintes caracteristicas: auséncia de toxicidade; osmolaridade igual ou préxima a do
sémen; pH favoravel a espécie; bactericida; de preparacao simples e de baixo custo. Além
disso, deve conter substancias nutritivas e crioprotetoras para assegurar a sobrevivéncia
dos espermatozoides. Os crioprotetores mais comuns utilizados para a conservacao das
células espermaticas incluem glicerol, agUcares (lactose, rafinose, manose, sucrose), gema

de ovo e proteinas lacteas (CARNEIRO, 2002; HAFEZ e HAFEZ, 2004).

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 da temperatura de 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 tampao,
como citrato de sodio ou Tris; um crioprotetor interno que proteja 0s espermatozoides

durante a congelacdo, a exemplo do glicerol, dimetilsulfoxido (DMSO) ou etilenoglicol; e
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antibioticos para prevenir o crescimento bacteriano, como penicilina, estreptomicina ou

gentamicina (EVANS e MAXWELL, 1987).

O sémen devidamente diluido e congelado pode ser armazenado por tempo
indeterminado, apresentando, potencialmente, sua capacidade fecundante quando

reaquecido ou apos a descongelacéo e utilizado na inseminacéo artificial (SILVA, 2007).

Os diluidores utilizados para o sémen canino foram adaptados de outras espécies,
sendo inicialmente empregadas substancias a base de leite desnatado, lactose-gema,
Citrato-gema e Tris-gema (ACIPRESTE, 2014). Hoje em dia, o diluente mais utilizado por
diferentes grupos de pesquisa ainda permanece sendo o Tris (SILVA, 2007). Recentemente
0s pesquisadores estdo utilizando diluidores a base de Tris e/ou citrato de sddio, adicionado
de gema de ovo, acucares (glicose, frutose, xilose ou trealose) e diferentes agentes

crioprotetores (ACIPRESTE, 2014).

O Tris é uma substancia sollvel em agua, sendo disponibilizada no
comércio com um alto grau de pureza, na forma de cristais. Permanecendo estavel em
temperatura ambiente por varios meses, o Tris atua como tampao idnico bipolar em pH
entre 7,0 e 9,0 (SILVA, 2007). Para compor o diluidor a base de Tris, um dos componentes
¢ a frutose. Este acucar possui acdo crioprotetora que permite a sobrevivéncia dos
espermatozoides e, aparentemente, 0 aumento de sua concentracdo no meio pode
determinar melhores resultados pos-descongelacdo. O acido citrico (&cido 2-hidroxi-1,2,3-
propanotricarboxilico - CsHgO7) € uma substancia inorgénica, sendo encontrado com
facilidade nos frutos citricos, e que também esta presente na composicao do diluente Tris.
Provavelmente o &cido citrico contribui para preservar a célula espermatica, auxiliando na
manutencdo do pH do diluente e atuando como anti-oxidante, além de participar do

mecanismo de respiracdo celular (SILVA et al., 2002).
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A égua 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 divisao celular e eletrélitos diversos, que conferem densidade
e pH compativeis com o plasma sanguineo, proporcionando 0s nutrientes necessarios para
manter a sobrevivéncia e a viabilidade de gametas masculinos e femininos (BLUME e
MARQUES JR., 1997). Diluidores de sémen a base de agua de coco apresentam como
vantagens o baixo custo, facil preparo, além do fato do coco ser abundante na Regido
Nordeste do Brasil. Entretanto, a agua de coco apresenta dificuldades para conservagéo por
longos periodos apos a extracdo do fruto, limitacBes 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 agua de coco em
po (ACP), onde os constituintes nutricionais da dgua de coco sdo obtidos em sistema de
desidratacdo a alto vacuo. O produto ACP se caracteriza por possuir composi¢do
padronizada, obtido a partir de frutos oriundos de plantagdes organicas certificadas, além
de possuir caracteristicas biogquimicas similares as da agua de coco in natura
(SALGUEIRO et al., 2002). Ressalta-se, ainda, que a formulacio do ACP-106® foi

desenvolvida especificamente para a conservacao do sémen canino.

Até 0 momento ndo existe um consenso sobre o meio diluidor ideal para a
conservacao de sémen canino. O primeiro diluidor empregado para refrigeragéo de sémen
canino foi o leite pasteurizado (HARROP, 1956). Desde entdo, vérias tentativas foram
feitas com diluidores a base de gema de ovo, leite e creme de leite (ROTA et al., 1995;
ENGLAND e PONZIO, 1996). A maioria dos pesquisadores trabalha na adequagdo do
meio diluidor a base de tampé&o Tris, &cido citrico e gema de ovo, inicialmente descrito
para conservacdo do sémen bovino (PHILLIPS e LARDY, 1940; VISHWANATH e

SHANNON, 2000).
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2.3 Crioprotetores

Estas substancias devem ser adicionadas ao diluente para que haja uma protecéo da
célula durante as técnicas de conservacdo espermatica, como a refrigeracdo, a
criopreservacao e a descongelacdo (SQUIRES et al., 1999; ARRUDA, 2000). E importante
ressaltar que um processo adequado de conservacdo do sémen necessita que todas as etapas
do processo acontecam eficazmente (BITTENCOURT et al., 2013), visando evitar a

formacéo de gelo intracelular (MEDEIROS et al., 2002).

A estrutura molecular dos crioprotetores € um pardmetro importante para
determinar a eficiéncia destas substancias. Estas, possuem afinidade pela agua (H20)
devido a presenca de grupamentos amina e hidroxila, os quais favorecem a formacao de
pontes de hidrogénio (BAUDOT et al., 2002). Estas ligacbes alteram a orientacdo das
moléculas de agua dos cristais de gelo, criando um ambiente menos prejudicial as células
(DALIMATA e GRAHAM, 1997). O protetor de refrigeracdo mais utilizado para
criopreservacdo de espermatozoides de mamiferos é a gema de ovo (MOUSSA et al.,

2002).

2.3.1 Gema de Ovo

A gema de ovo é um dos ingredientes fundamentais empregados no diluidor
seminal e tem como principal funcéo estabilizar as membranas bioldgicas, reduzindo os
efeitos negativos do choque térmico (NEVES e HENRY, 2012), pois restauram 0S

fosfolipidios perdidos durante o processo de refrigeracdo inicial do sémen
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(HAMMERSTEDT et al.,, 1990). Entretanto, o mecanismo pelo qual a gema de ovo
protege os espermatozoides ainda ndo foi esclarecido (NEVES e HENRY, 2012). Em cées,
além da gema de ovo de galinha, a de codorna, que € bastante rica em acido ascorbico e
outras vitaminas, também pode ser utilizada (MOURA, 2000). A gema de ovo é
geralmente usada na concentracdo de 20% e varios dos seus componentes tém sido
estudados para identificar o(s) componente(s) ativo(s) responsavel(is) pelo efeito protetor

(BARBOSA, 2007; MANJUNATH, 2012).

Acredita-se que a a¢do da gema de ovo seja devida a presenca de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), as quais aderem a membrana celular durante o processo de
criopreservacao, preservando, com isso, a membrana do espermatozoide (MOUSSA et al.,
2002), atuando na superficie da membrana plasmatica, restaurando a perda de fosfolipidios
e, aparentemente, induzindo a alteracdo transitoria de sua composicdo, consequentemente
prevenindo a ruptura da membrana plasmatica (FARSTARD, 1996). Os fosfolipidios que
compdem a fracdo LDL da gema de ovo protegem o sémen especificamente durante o

processo de refrigeracdo a 5 °C (WILHELM et al., 1996).

A fracdo de fosfolipidio presente nas LDL protege os espermatozoides por formar
uma pelicula de protecdo na sua superficie ou, ainda, através da modificacdo dos
fosfolipidios presentes na membrana plasmatica, que sdo perdidos ou danificados durante o
processo de criopreservacdo (MANJUNATH, 2012). Numerosas pesquisas confirmaram
que a utilizacdo da LDL extraida da gema de ovo € eficaz na criopreservacdo do sémen de
suinos (HU et al., 2006; JIANG et al., 2007), bovinos (AMIRAT et al., 2004; AMIRAT-
BRIAND et al., 2009; HU et al., 2010) e canideos (BENCHARIF et al., 2008; VARELA
JUNIOR et al., 2009). Segundo Hu et al. (2011), a substituicdo da gema de ovo pela LDL

na composi¢cdo do meio diluente foi benéfica para criopreservacdo do sémen de touros.
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Segundo estes autores, o meio diluente contendo LDL obteve maior proporcao de
espermatozoides moveis, acrossomas e membranas plasmaticas intactas apos o processo de
congelacao/descongelacdo, quando comparados ao diluente contendo a gema de ovo in

natura.

Em contrapartida, a utilizacdo da gema de ovo também possui desvantagens. As
mesmas é atribuida a opacidade optica, causada pelos granulos formados que dificultam o
exame imediato através da avaliacdo microscopica, além do prejuizo causado a respiracdo
do espermatozoide, a motilidade e, ainda, podendo transportar microrganismos patogénicos
(BOUSSEAU et al., 1998; MARTIN, 2005; BARBOSA, 2007). De acordo com Gil et al.
(2003), o0 uso de aditivos de origem animal como gema de ovo na diluicdo de amostras de
sémen pode implicar em riscos sanitarios, ndo apenas pela inclusdo de agentes
microbioldgicos, mas também por contaminantes que podem comprometer a qualidade do
produto, além de uma subsequente producdo de endotoxinas capazes de prejudicar a
capacidade de fecundacdo dos espermatozoides (AIRES et al., 2003). Outro ponto de
discussdo em relacdo a gema de ovo € que a qualidade do sémen congelado/descongelado €
influenciada pela variabilidade individual do animal, devido ao nimero de dias apos a
postura e o periodo de armazenamento, o que torna dificil a analise em particular do efeito

benéfico de um diluente a base de gema de ovo (FUKUI et al., 2008).

2.4 Aloe vera (Aloe barbadensis Miller)

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 (NEWTON, 1979). Babosa € o nome popular incorporado a esta planta, de
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origem africana, pertencente a familia das Liliaceas e do género Aloe, da qual fazem parte
a cebola, o nabo e os aspargos (MAURELLE et al., 1996; WHO, 1999; LORENZI e
MATQOS, 2008), onde pertencem mais de 300 espécies, muitas delas utilizadas em varios
paises, inclusive no Brasil, para fins medicinais e na area de cosméticos (HALLER, 1990;

BACH e LOPES, 2007; GUERRA et al., 2008).

Dentre as espécies conhecidas, a Aloe vera é a mais estudada pelas industrias de
alimentos, farmacéutica, cosmética e fitoterapica, sendo conhecida como Aloe
barbadensis, por crescer espontanea e fartamente na ilha de Barbados. As folhas sdo
viscosas, pontiagudas e sua cor varia do cinza ao verde brilhante, passando pelo amarelo.
Seu togue é suave, semelhante a borracha e o interior parece ser feito de geleia (VELLOSO
e PEGLOW, 2003). Em uma planta ja desenvolvida, a haste se eleva, geralmente, de 60 a
90 cm de comprimento e 10 cm de largura, podendo chegar a 1,4 a 2,3 Kg (LORENZI e
MATQOS, 2008). Sua suculéncia permite que a espécie sobreviva em areas de baixa
precipitacdo natural, tornando-a ideal para jardins e outros locais com baixa utilizacdo de
agua (YATES, 2002). Entretanto, esta planta é intolerante a geadas muito pesadas ou neve
(BBC GARDENING, 2014). Na parte interna das folhas é encontrado um tecido
parenquimatico rico em polissacarideos (mucilagem), que confere uma consisténcia
viscosa, originando seu nome, babosa (Figura 1). Nessa mucilagem ou gel encontram-se
seus principios ativos, que sdo constituidos de tecidos organicos, enzimas, vitaminas, sais
minerais e aminoacidos, dentre os quais 18 sdo extremamente importantes para o ser
humano. Destes, sete aminoacidos pertencem ao grupo dos oito ndo sintetizados pelo

organismo humano (BACH e LOPES, 2007; LORENZI e MATQOS, 2008).
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Figura 1: Folha da Babosa - Aloe vera (Aloe barbadensis Miller) — Fonte:

Arquivo Pessoal.

Devido as suas propriedades antifingicas, a Aloe vera é usada como um
condicionador de &gua do tanque de peixes. Para bactérias, o gel da folha Aloe vera foi
comprovado como inibidor do crescimento de espécies de Streptococcus e Shigella in
vitro. Em contraste, o0 extrato de Aloe vera ndo mostrou propriedades antibidticas contra
espécies de Xanthomonas (SATISH et al., 1999). E interessante observar que estas
propriedades s6 podem agir com eficiéncia gracas a capacidade que a Aloe vera tem de
penetrar nos tecidos, digerindo o tecido morto pela agdo de suas enzimas e intensificando a
proliferacdo normal das células (MATOS, 1998), reduzindo o sangramento através da acdo

coagulante, regenerando o tecido (VELLOSO e PEGLOW, 2003).

Em sua composicdo foram identificadas inimeras substancias. Entre elas estdo o0s
polissacarideos contendo glicose, galactose e xilose, tanino, esteroides, acidos organicos,
substancias antibioticas, enzimas de varios tipos, residuos de acglcar, uma proteina com 18
aminoacidos, vitaminas, minerais, sulfato, ferro, calcio, cobre, s6dio, potassio, manganés e

outras (VELLOSO e PEGLOW, 2003).
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A vitamina C, encontrada em grande quantidade na Aloe vera, ajuda a manter a
salde dos vasos sanguineos, promovendo com isso uma boa circulagdo. O potéssio
colabora para a manutencdo do ritmo cardiaco, além de estimular as funcdes renais. O
calcio acelera a coagulacdo e a ativacdo das enzimas, sendo também responsavel pelo
controle dos movimentos cardiacos. O sodio, juntamente com 0 potéassio, estabiliza o nivel
de hidratacdo do organismo. O manganés oferece condicdes para que as enzimas digestivas
trabalnem com maior eficiéncia, impedindo a formacdo de calculo renal. O ferro,
juntamente com a hemoglobina, ajuda a transportar oxigénio para as células (MATOS,

1998).

Além desses componentes, a babosa possui um polissacarideo chamado
Acemannan, que, comprovadamente, &€ um excepcional imunoestimulante, j& comprovado
nos Estados Unidos pela FDA. Na sua casca encontra-se a seiva, que é rica em aloina,
alantoina e antraquinonas, excelentes substancias cicatrizantes. No entanto, seu uso interno
tem efeito catartico e para algumas pessoas pode afetar os rins, motivo pelo qual a casca da

babosa ou sua seiva ndo devem ser usadas internamente (CREA, 1995).

No sémen, alguns dos componentes desta planta sdo essenciais, dentre eles, a
vitamina C, a catalase e a frutose, bastante utilizadas nos diluidores de conservagédo
seminal. As duas primeiras sdo adicionadas ao diluidor por serem substancias antioxidantes
(WATSON, 2000), j& que podem reduzir o estresse oxidativo durante 0 armazenamento e,
assim, melhorar a qualidade dos espermatozoides armazenados (PASQUALOTTO et al.,
2006; ALVARENGA et al., 2013; PERUMA et al., 2013). Por sua vez, a frutose, um
acucar, é também adicionada no diluidor ja que é fundamental para a manutencdo da
motilidade e integridade no sémen (EVANS e MAXWELL, 1987; PONGLOWHAPAN et

al., 2004), uma vez que praticamente todas as reacfes que mantem o status funcional das
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células, bem como aquelas relacionadas a sua resisténcia a exposicdo a ambientes e
temperaturas ndo-fisioldgicas, demandam consumo de energia (RIGAU et al., 2002;

RODRIGUEZ-GIL, 2006).

Em 1988, Rodriguez et al. utilizaram o gel da Aloe vera na substituicdo do diluidor
seminal para inseminacdo cervical e intrauterina em ovelhas. Ja em 2006, foi utilizada a
Aloe vera para congelacdo do sémen ovino, onde os autores encontraram 70% de
espermatozoides vivos com a adicdo de 40% da substancia da planta ao diluidor e, apds 90
dias de estocagem, a taxa de sobrevivéncia espermatica atingiu 60%, apds descongelacédo
(GUTIERREZ et al., 2006). Trabalhos com refrigeracdo de sémen de cdes utilizando 5%
do gel da Aloe vera também evidenciaram resultados satisfatérios na motilidade total
durante as 48 horas de experimento (MELO et al, 2014). Em pesquisas realizadas por
Melo (2010), com sémen refrigerado de caprinos a 4 °C, foram observados valores
semelhantes de motilidade total entre o diluidor a base de agua de coco em p6 ACP-101®
utilizado isolado e 0 mesmo associado a Aloe vera. Entretanto, vale salientar que o diluidor
isolado (ACP-101®) ndo tem a capacidade de manter os espermatozoides vidveis durante

0s processos de congelacdo/descongelacdo.

No trabalho de Antunes et al. (2014), o tratamento que utilizou 5% de Aloe vera
determinou porcentuais semelhantes ao controle, com 5 % de gema de ovo, ambos o0s
tratamentos com ACP-101®. Segundo Brito et al. (2012), a Aloe vera ndo apresentou
efeito deletério aos espermatozoides; ndo tendo sido observadas diferencas significativas
entre os tratamentos utilizando a Aloe vera como diluidor. Ainda que sem diferenca
significativa, as motilidades total e progressiva dos espermatozoides se mantiveram
superiores, no tratamento com 10% de Aloe vera, quando incubados a temperatura de 37

°C por até 2h.
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da Babosa (Aloe vera — Aloe barbadensis Miller) -

Vitaminas Atuacao
A (Beta Caroteno) Visdo, pele, 0ssos e contra anemia
B1 (Tiamina) Crescimento dos tecidos e energia

B2 (Riboflavina)

B3 (Niacina)
B6 (Piridoxina)

B12 (Cianocobalamina)
C (Acido Ascorbico)
E (Tocoferol)
Acido Folico (Complexo
B)

Associada a vitamina B6, participa da producéo de céelulas

sanguineas
Participa da regulacdo do metabolismo

Associada a vitamina B12, participa da producéo de células

sanguineas
Combate a anemia e problemas neuropatoldgicos
Combate as infecgdes e estimula o sistema imunoldgico
Juntamente com a vitamina C, combate as infec¢Oes
Auxilia na formacéo do sangue

Minerais

Atuacao

Fosfato de Calcio
Potassio

Ferro

Sodio

Colina
Magnésio e Manganés

Cobre
Cromo

Crescimento de dentes e 0ssos, alimento do sistema nervoso
Regula os fluidos do sangue e dos musculos, além dos
batimentos cardiacos
Absorve o0 oxigénio para dentro dos glébulos sanguineos e
aumenta a resisténcia as infecgdes
Juntamente com o potéassio, regula os fluidos do corpo e
transporta 0os aminoacidos e a glicose para dentro das células
Um dos compostos da lecitina, indispensavel ao metabolismo
Preservam o sistema nervoso e os musculos
Participa da formacao do sangue
Colabora no controle do nivel de agucar no sangue, do
metabolismo, da glicose e da circulacdo

Mono e
Polissacarideos

Atuacao

Acemannan

Celulose
Manose
Acido Urbdnico
Alinase
Glicose
L-raminose
Aldopentose

Recentemente descoberto, tornou-se o maior foco da maioria
das pesquisas sobre Aloe vera, vem sendo apontado como o
maior responsavel pela acao “milagrosa” da Aloe como agente
contra doencas auto-imunes, cancer, AIDS, reumatismo,
artrite, alergias.
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Tabela 1b: Composicdo da Babosa (Aloe vera — Aloe barbadensis Miller) — (BRASIL,

2014)

Atuacao

Aminoacidos Essenciais

Valina, Leucina e
Isoleucina (Aminoacidos
de cadeia ramificada ou
BCAAs (branched chain

aminoacids)

Metionina e Lisina
Fenilalanina e Treonina

Contribuem consideravelmente para o aumento da resisténcia
fisica, pois durante as atividades de longa duracédo sao
utilizados pelos musculos para o fornecimento de energia.
Assim, o0 consumo de aminoacidos de cadeia ramificada
diminui a degradacdo das proteinas corporais favorecendo a
hipertrofia muscular

Funcdes cerebrais e exercem uma agéo direta sobre as
reacOes emocionais

Triptofano
Histidina Requerido na infancia
Enzimas Atuacao
- Analgésico, anti-inflamatorio e estimulante do sistema
Brandiquinase . .
imunoldgico
Catalase Evita a acumulacéo de liquidos no corpo
Celulase Ajuda a digerir a celulose
Enzima Muscular

Creatina Fosfoquinase
Proteolitiase
Fosfatase, Amilase e
Nucleotidase

Liquidifica as proteinas no seu interior

Lipase
Outras substancias

Atuacio

Acidos Graxos

Lignina
Saponinas
Antraquinonas
Aloina
Isobarbaloina
Acido Cinamico
Oleo Etéreo
Acido Crisofanico

Sao os acidos instaurados indispensaveis a salude. Dentre
esses, 0 acido Caprilico € utilizado no tratamento de micoses
Penetra facilmente na pele
S&do a0 mesmo tempo depurativas e anti-sépticas
Analgésicas e laxativas
Antibidtica e cartatica

Analgésica e antibidtica
Germicida e fungicida
Tranquilizante
Fungicida para a pele

Antranol e Resistanol
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of renewal of the Tris-based extender plus
20% egg yolk (G1 and G2 - control) or 5% Aloe vera (G3 and G4) on the quality of sperm
cooled to 5 °C for a period of 96 hours. Five dogs were used from which semen samples
were collected, diluted and chilled to 5 °C. The integrity of the sperm plasma membrane
(iPM) and sperm Kkinetics were analyzed at 0, 48, 72 and 96 hours following cooling.
Following analysis at 48 hours, all samples were centrifuged for 10 min (400 X g) in a
refrigerated centrifuge (5 °C). G1 and G3 had their supernatant discarded and the pellet
was resuspended in a new Tris-egg yolk or Tris-Aloe vera extender, respectively. For
groups G2 and G4, the pellet was resuspended in the original supernatant (without
renewal). The renewal of the extender did not influence any parameter that was analyzed,
although in G1 it shown to have increased total (MOT; G1=81.3+1; 709 +2e G2=72.4
+1;59.9 + 3, 72h and 96h, respectively) and progressive (MOP; G1=50.4 + 14; 24.6 + 14
e G2= 35.8 £ 5; 18.9 + 14, 72h and 96 hours, respectively) motility patterns when
compared to G2. Groups with Tris-Aloe vera (G3 and G4) had significant lower motility
patterns than (p<0.05) groups with Tris-egg yolk (G1 and G2) and renewal of the extender
(G3) showed to be deleterious on sperm cells in all parameters. It can, therefore, be
concluded that renovation of the extender is not necessary for preserving canine
spermatozoa storaged at 5°C for 96 hours and Aloe vera can be used as cooling semen

extender in this species.

Keywords: Renewal; Aloe vera; Semen; Dogs; Cooling.
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1. Introduction

A critical step in the cryopreservation of semen, to prolong its life, is the dilution of
that in an appropriate solution that preserves cell quality [1]. A good semen extender
should provide nutrition to the sperm and protection against thermal shock during the
cryopreservation process [2,3], for example, egg yolk that protect the sperm membrane,

which is suscetptible to thermal shock [4].

Despite the excellent protective action of egg yolk on sperm membrane during
cryopreservation, egg yolk is an animal product and its use is restricted. Therefore, it is
necassary to eliminate animal products from semen extenders [5,6,7] and discover
alternative substances that provide effective protection to sperm. In this study, Aloe vera
(Aloe barbadensis Miller), plant of the family Liliaceae [8] which has abundant

distribution in tropical areas [9], has been investigated as a candidate to replace egg yolk.

Aloe vera has antioxidant [10,11,12], antimicrobial [13,14], cell protection and
regeneration properties [15,16,17]. The rationale for considering Aloe vera as a dog semen
cryoprotectant is because it contains key nutrients such as fructose and vitamins C and E

[18,19,20], which are considered essential for the maintenance of sperm quality.

One of the most widely techniques used for maintaining sperm viability is semen
cooling; when compared to freezing, it is less costly and the fertility of sperm is more
preserved [21,22]. The disadvantage of cooled semen is the restriction of material storage,

initially estimated to be 12-24h [23,24] and up to 48 hours [21,22,25].

Despite the reduced metabolic activity of sperm during cooling, the generation of
reactive oxygen species (ROS) continues, which are harmful to sperm cells and their

fertilizing capacity [26,27]. Therefore, it is important that semen extenders be identified for
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protection of cooled sperm [25,28]. This issue becomes critical for insemination into dogs
because it has been shown that two inseminations over a 2-4 day fertility period of the
bitch improves fertility in this species [29]. Seeking alternatives to increase the longevity
of cooled semen in this species, Verstegen et al., (2005) [25] showed that if the original
semen extender was replaced with fresh extender after a long storage period, the motility
of sperm improved. In light of this finding, the objective of the study was to examine the
effectiveness of Aloe vera as a crioprotectant for colling canine semen at 5 °C and to asses

its usefulness following renewal in a long term storage.

2. Materials and methods

2.1. Approval of the ethics committee

This study was approved by the Ethics Committee of Animal Use (CEUA) of the
Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE) under license number 038/2014 and

23082.004850/2014 file number.

2.2. Animals

Five Basset Hound, aged between one and five years old and of proven fertility
were used. The animals were kept in individual houses (according to their temperament)
which were open every day so that they could have exercises and socialization; They were
fed a balanced diet and had water ad libitum. All dogs underwent a complete breeding
soundness examination and semen was collected by digital manipulation of the penis [23].
Ejaculates were evaluated for volume, color, appearance, concentration (Neubauer

chamber; sptz least 10%/ml), percentage of motile spermatozoa (0 to 100%) and vigour (0
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to 5). Animals with sperm motility greater than 70%, vigour greater than or equal to 3, and

80% morphologically normal sperm were used.

2.3. Treatments

The extender used in this work was Tris base (3.605g Tris, 2.024g citric acid,
1.488g of fructose, 100 ml of ultrapure water, pH 7.2) plus 20% egg yolk (G1: samples
were centrifuged and ressuspended in a new extender; G2: samples were centrifuged and
ressuspended using the same extender) or 5% Aloe vera (G3: samples were centrifuged and
ressuspendent in a new extender; G4: samples were centrifuged and ressuspended using the
same extender). To obtain the gel from Aloe vera, its rind outer layer was removed and the
leaf parenchyma with respect colorless gel was extracted. The extracted gel was filtered
using a sterile fine sieve, at room temperature and immediately used for formulating the

extender.

2.4. Cooling procedure

After semen collection from each dog, the ejaculate was split into two aliquots and
diluted in a ratio of 1/2 (semen: diluent) according to the experimental groups (Tris-egg
yolk or Tris-Aloe vera). Then, each diluted semen sample was divided into two aliquots
over a total of four samples: G1 and G2 diluted in Tris-egg yolk 20%; G3 and G4 diluted
in Tris-Aloe vera 5%. Samples were placed in Falcon tubes and cooled to 5 °C, at an
average rate of 0.3 °C temperature decrease/min. When the temperature reached 5 °C (after
2 hours), this time was considered time 0 (Oh) and semen parameters were assessed.
Subsequent analyzes were performed 48 hours later. To examine the effect of replacing the
extender with fresh one, after 48 hours, aliquots from each group (G1, G2, G3 and G4)

were taken and centrifuged for 10 min (400 X g) in a refrigerated centrifuge (5 °C). In
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groups G1 and G3 supernatant was discarded and the pellet was resuspended in a new
specific volume of extender (G1: Tris-yolk egg 20%; G3: Tris-Aloe vera 5%), that have
been previously cooled (5 °C). In contrast, in G2 and G4, pellets were resuspended in the
supernatant containing the original extender. Then, semen samples from all experimental
groups were again stored at 5°C. After 72 and 96 hours, aliquots of semen samples from
each experimental group were heated in a water bath (37°C for 1 min) and the replacement
procedure repeated as described above. Samples were also evaluated for sperm Kkinetics

using CASA and integrity of the plasma membrane.

2.5. Sperm kinetics evaluation

The sperm kinetics were assessed using a Sperm Class Analyser® program (SCA®,
Microptics SL, Barcelona, Spain). The analysis was performed after five minutes of
heating the semen samples at 37°C and re-dilution (10 pl to 200 ul of semen extender each
group). Aliquots (10 ul) of semen were deposited between slide and coverslip, which were
pre-heated to 37 °C, and a minimum of 200 sperm per sample were captured in five fields
under a phase contrast microscope (10x objective) and evaluated using the SCA software.
The following measurements were obtained: percentage of motile spermatozoa (MOT),
percentage of sperm with progressive movement (MOP), straight-line speed (VAP),
curvilinear velocity (VCL), average path velocity (VSL), linearity (LIN), straightness

(STR), lateral movement of head (ALH), oscillation index (WOB) and crossed beat (BCF).

2.6. Integrity of the Plasma Membrane

A double staining method comprising carboxyfluorescein diacetate (DCF) and
propidium iodide (PI) was used for the evaluation of the integrity of the plasma membrane

[30]. Aliguots of 50uL semen were diluted in 150 pL Tris (3.605g Tris, 2.024g citric acid,
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1.488q of fructose, 100 mL of distilled water; pH 6.8) containing 5 uL DCF (0, 46 mg / ml
in DMSO) and 20uL IP (0.5 mg / ml in PBS) and incubated for 10 minutes at 37°C and
fixed with PBS containing 0.5% glutaraldehyde. A total of 200 spermatozoa was evaluated
in an epifluorescence microscope (Carl Zeiss, Gottingen, Germany), with 400x
magnification, using emission filter 580-630 nm BPD and BPD 485-520 nm excitation.

Intact sperm membranes were green whereas damaged membranes were red.

2.7. Statistical Analysis

Mean and standard deviations were calculated and an Analyses of Variance was
performed to compare sperm CASA data and the plasma membrane integrity between

groups and over time. A significance level (p) of 5% [31] was used.

3. Results

All results of this study are presented in Table 1.

At 48h, MOT in G1 and G2 (Tris-egg yolk 20%) were higher (p<0.05) than in
groups G3 and G4 (Tris-Aloe vera 5%). Following renewal of extender by centrifugation
and redilution, at 72h and 96h evaluation, MOT in G3 group showed a significant

reduction (p<0.05) when compared to the other groups (G1, G2 and G4).

Regardless of the renewal of the extender, samples diluted in Tris-egg yolk (G1 and
G2) showed higher percentages of MOP (p<0.05) than groups diluted in Tris-Aloe vera
(G3 and G4) in evaluation at 72h. However, at 96 hours, only MOP value from group G3
was signiciantly lower (p<0.05) when compared to groups G1 and G2. Total and

progressive motility of spermatozoa from groups G3 and G4 were significantly decreased
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(p<0.05) after 48h of stotage at 5°C. Progressive motility for spermatozoa from groups G1
and G2 were significantly reduced (p<0.05) at 96h compared to the other groups. On the
other hand, sperm Kkinetics (VAP, VCL and VSL) showed differencies between
experimental groups. In treatments with Tris-Aloe vera (G3 and G4), values of VAP were
lower (p<0.05) than the groups treated with Tris-egg yolk (G1 and G2), at 48 h of
evaluation. However, at 96 h, spermatozoa from the G3 group were significantly lower
(p<0.05) compared to the other groups. When evaluating the parameters at time points
during the storage at 5°C, it was observed that in G2 VAP was lower after 96 hours when
compared to Oh (p <0.05) and G3 revealed lower values of VAP at 72 and 96 hours when

compared to 0 and 48h (p <0.05).

Regarding VCL, G1 and G2 were significantly higher (p<0.05) than G3 and G4
groups during the storage at 5°C (0 to 96h), as well as for VSL. When comparing VCL
values along the evaluation times for each experimental group, it was observed that a
decrease (p<0.05) in G3 at 48 hours and G4 at 48 and 96 hours evaluation when compared
to Oh. In contrast, for VSL, values were lower (p<0.05) only after 96h in G2 when
compared to O and 48h, while in G3 it was reduced (p<0.05) after 72 and 96 hours

compared to Oh.

The analysis of LIN, STR, ALH, WOB and BCF revealed that G1 and G2 were
better (p <0.05) then G3 and G4 at 48 hours of evaluation. Evaluations performed at 72
hours revealed that LIN, STR, ALH and BCF where higher for G1 and G2 (p<0.05) than
for G3 and G4, while WOB values were higher (p<0.05) in G1 when compared to G3 and
G4. After 96 hours of storage at 5°C, LIN was higher (p<0.05) in G1, G2 and G3 when

compared to G4 and ALH and STR were higher (p<0.05) in G1 and G2 than in G3 and G4,
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while WOB was higher (p<0.05) in G1, G2 and G3 and BCF was higher in (p<0.05) G1

than G3 and G4.

Storage at low temperatures contributed to the decrease in LIN (p<0.05) in G2 in
evaluation at 96 hours when compared to previous evaluations (48 and 72 hours) as well as
G3, in evaluations at 72 and 96 hours. Regarding STR, values were lower in G3, in
evaluations at 72 and 96 hours when compared to Oh. For ALH, it was reduced (p<0.05) in
G3 in evaluation performed after 48 hours of storage and, in G4, at 48 and 96 hours when
compared to Oh. In turn, G3 values for WOB and BCF were lower (p<0.05) at 72 and 96
hours of storage when compared to Oh, while in G2, BCF was reduced (p<0.05) after 96

hours of storage when compared to previous evaluations (48 and 72 hours).

The analysis of plasma membrane integrity revealed lower percentages of viable
cells in groups with Tris-Aloe vera (G3 and G4) than in groups with Tris-egg yolk (G1 and
G2), from 72 hours of storage to the end of the experiment (p<0.05). Furthermore, it was
observed a decrease in the integrity of plasma membrane during storage at 5°C; percentage
of cells with intact plasma membrane was lower (p<0.05) in G1 in evaluation at 96 hours
than in previous evaluations (48 and 72 hours), as well as in G3 and G4 in evaluation at 72

hours.

4. Discussion

The present study demonstrated that Tris-Aloe vera can be used as a protecting
agent for dog semen cryopreservation at 5°C up to 48h, in place of egg yolk. These results
show that Aloe vera was effective in maintaining the quality of colled semen from dogs. It

is noteworthy that sperm motility after 96 hours of storage at 5°C in samples diluted in
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Tris-Aloe vera extender (without renewal extender) was similar to samples that had been
diluted in Tris-egg yolk extender, which supports the indication of Aloe vera as a substitute

of egg yolk in crioextenders.

Renewal of extender did not show significant benefit regardless of the extenders
used, contradicting the study of Verstegen et al., (2005) [25]. The replacement procedure
did not maintain sperm quality of the samples cooled in Tris-Aloe vera (G3), since samples
in this group revealed MOT and MOP values lower than values in group whose extender
was not replaced, as well as, in groups preserved in Tris egg-yolk. In addition, there was a
decrease in the linearity and straightness of spermatozoa in group G3, which did not occur
in samples preserved in Tris-egg yolk (G1 and G2) or Tris-Aloe vera (G4), where the

movement pattern of the sperm was maintained.

The results of this study suggests that the adaptation of sperm to the extender
containing Aloe vera was slower, possibly due to the high viscosity derived from the
mucilaginous gel of the plant. According to Marshall (1990) [32], the extract of Aloe vera

has a high osmolarity, which may have affected the movement of sperm.

The centrifuge procedure during the procedures did not exert noticeable effects
(beneficial or harmful), immediate or delayed, on the integrity of the plasma membrane of
samples preserved in Tris-egg yolk (G1 and G2), as sperm from these groups remained
similar following cooling for 96 hours. This can be explained by the fact that egg yolk
contains low density lipoprotein (LDL) that protect the sperm membrane from heat shock

[33], thereby suggesting that the replacement diluent was not necessary.

The ability of Aloe vera to increase cell permeability [15] may have contributed to

the reduction of total and progressive motility observed in this study, since the effect of



61

Aloe vera on the membrane of sperm is not known. Another variable that may have caused
the divergence of results after the use of this plant is the lack of standardization of the
process. In the present study we used the mucilaginous gel, which can vary in composition

depending on the form of planting, time of year, rainfall, climate and ground [34].

There are no reports in the literature on the use of Aloe vera in canine semen
cryopreservation, or even on the concentration to be used in semen extenders formulation
in this species. Rodriguez et al (1988) [35] evaluated ovine frozen semen with Aloe vera
associated with egg yolk, which concentration used was 40 parts of the plant, and achieved

excellent results, reaching 90% of motile cells after thawing.

Melo et al. (2012) [36] and Brito et al (2012) [37] included Aloe vera in the
extender (ACP-101® and ACP-102®) during cooling (4 °C) of semen from sheep and
goats, respectively, at the same concentration used in the present study (5%). In both
studies, the replacement of egg yolk by Aloe vera was shown to be beneficial. However,
Camara et al. (2012) [38] didn’t find benefitial results when froze ram semen using ACP-

102® plus 20% of Aloe vera.

The concentrations and viscosity of Aloe vera used in this study for the preparation
of the diluents were based upon the studies mentioned above. Since the gel extracted from
Aloe vera has a high viscosity, then it is suggested that sperm be incubated in the gel for

longer periods to allow the spermatozoa to adjust to its new environment.

The mechanisms involved in the increase in sperm motility associated with the
renewal of the extender were not yet fully understood. However, it is possible that the

renewal of the extender influences the physiology of cooled sperm, increasing the



62

availability of molecules such as sugars and lipoproteins, which are responsible for

removing free radicals, enzymes and other catabolites and restore the pH.

The presence of suitable pH in both intracellular and in the extracellular
environment is essential to maintain the longevity and vitality of the cells [39,40].
However, this caractheristic did not apply to this study, since renewal of Tris-egg yolk
(G1), did not change sperm parameters (kinetics and plasma membrane integrity), when
compared to the group whose renewal of the extender was not performed (G2).

Furthermore, renewal of Tris-Aloe vera extender contributed to cell death [41,42,43].

Based on the observations of this study, it can be concluded that the replacement of
the extender is not necessary for preserving canine sperm at 5 °C for 48 hours. In addition,
although Tris-Aloe vera was not better at preserving canine sperm in lower temperatures
when compared to Tris-egg yolk, the maintainance of the quality of these cells for up to 48
hours of storage at 5 °C evidences an alternative membrane protector to be used use in

semen cooling processes of this species.
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Table 1. Means and standard deviations of the kinetic parameters and plasma membrane
integrity of sperm refrigerated (5°C) dogs evaluated before (0 to 48 hours) and after
centrifugation (72 and 96h), with or without renewal extender

Time of evaluation (hours)

Parameters Groups
0 48 72 96
Gl 905 835+ 12 81.3+12 70.9 + 22
G2 905 835+ 12 724 +1° 59.6 + 32
MOT (%) G3 78.1 £1A 42.8 + 2B 10.5 + 1°¢ 5.8 +1°¢
G4 78.1+ 1A 42.8 + 2B 50.8 + 1% 451 + 1%
Gl 51.2 £ 5% 40.9 £ 74 50.4 + 14%A 24.6 + 14%
MOP (%) G2 51.2 £ 5% 40.9 £ 74 35.8 £ 54 18.9 + 14%8
G3 26.5 + 144 7.3+5% 0.0 +£0.0°8 0.0 0.0
G4 26.5 + 144 7.3 +5% 9.2+ 7% 11.3 + 158
Gl 112.4 +2.3% 98.8 £ 25.92 106.6 £5.82 96.3 £+ 36.7¢
VAP (umis) G2 112.4 £ 2.3 08.8 + 25,9348 90.6 + 24.1348 62.4 + 42.6%B
G3 72.7 £ 41,94 23.7 £21.1%A 2.06 + 4.6"8 0.0 £0.0®
G4 72.7+41.92 23.7+21.1° 34,7 +23.9° 28.6 + 29.9b¢
Gl 1445 + 12.28 125.2 + 36.4% 149.9 + 167 132.8 + 52.22
VCL (umis) G2 1445 + 12.28 125.2 + 36.4% 128.9 + 38.6° 92.8 + 62.62
G3 110.4 + 63.5 32.1+27.9% 3.53+7.9%® 0.0 £ 0.0°8
G4 110.4 + 63.5* 32.1+27.9%8 51.3 + 35.5PABC 41 + 43,5
Gl 95.3+6.2 89.4 + 22.42 95.2+1.82 67.3 +25.2%
VSL (umis) G2 95.3 +6.24 89.4 + 22.4%4 80.7 £ 20.2348 48.6 * 36.6%8
G3 58.4 + 33.3A 15.6 + 19.948 1.8 +3.9%8 0.0 +£0.0°8
G4 58.4 + 33.3 15.6 + 19.9° 28.4 +20.7° 23.4 +24.6°
Gl 679+8 64.9 £ 13.32 64.1 + 6.82 46.1+9.12
LIN (%) G2 67.9 + 8° 64.9 + 13.3% 56.5 + 10.6% 35.4 + 24.6%
G3 43.4 + 24,5 21.8 +15.6" 5.0 +11.2%8 0.0 +£0.0°8
G4 43.4+ 245 21.8 +15.6° 27.3+20.9° 29.6 +21.28
Gl 84.9+49 81.5+19.42 89.4 +3.7° 63.7 + 14.82
STR (%) G2 84.9+49 81.5+19.42 80.1 + 18.92 53.2+37.82
G3 64.3 + 36.34 30.1 + 22,3048 8.6 +19.3%8 7.7+17.3%®
G4 64.3 + 36.3 30.1+22.3° 40.0 + 29.3° 40.7 + 28.7°
Gl 3.8%£0.6 39+1.3° 50+0.8° 49+1.9°
ALH (um) G2 3.8%£0.6 39+1.3° 42+1.52 3.2+2.32
G3 3.7+£21A 0.9 +1.1%8 0.1+0.3% 0.0 +0.0°8
G4 3.7+2.1A° 0.9 +1.1°8 1.8 +1.3%48 1.3 +1.6°8
Gl 79.2+5.8 715+ 15.62 71.5+£4.92 65.6 £ 15.82
WOB (%) G2 79.2+5.8 715+ 15.62 63.5+12.8® 47.0 £ 30.22
G3 52.9+29.7A 29.4 +16.7°18 5.8 +13.0°8 7.9 +15.8%8
G4 52.9+29.7 29.4 +16.7° 33.9 + 25.2b¢ 36.2 + 25.7%®
Gl 109+15 10.9+2.9? 12.2+0.78 8.4 +3.5°
BCF (H2) G2 10.9 +1.54 10.9 +2.9% 10.9 + 3.6 6.0 + 4,428
G3 6.8 +3.8A 2.2 +2.4b18 0.2 +0.3% 0.0 £0.0®
G4 6.8+3.8 2.2+24° 3.3+£2.7° 2.3+ 3.2
Gl 72.2+5A 67.8+ 94 77.0£34 52.0 £ 1%8
. 0 G2 72.2+5 67.8+9 72,7+ 32 58.5 + 12
IMP (%) G3 70.4 £ 5A 55.3 £ 24 41.8 + 18 29.1+ 1%
G4 70.4 + 57 55.3 £ 24 38.2+ 1% 38.1+ 9B

Different capital letters in the same row are significantly different (p<0.05). Different small letters in the same column are significantly
different (p<0.05). G1: Tris + 20% egg yolk (renewal); G2: Tris + 20% egg yolk (without renewal); G3: Tris + 5% Aloe vera (renewal);
G4: Tris + + 5% Aloe vera (without renewal). MOT: Percentage of mobile spermatozoa; MOP: Percentage sperm with progressive
movement; VAP: Speed straight; VCL: Speed curvilinear; VSL: Average speed of the route; LIN: Linearity; STR: straightness; ALH:
lateral movement of the head; WOB: Oscillation Index; BCF: Beat crossed; iMP: Percentage with sperm plasma membrane intact.
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4.2 Efeito do gel mucilaginoso da Aloe vera (Aloe barbadensis Miller) na viabilidade do

sémen refrigerado canino
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Resumo

O uso de produtos de origem animal nos diluidores para a criopreservacdo de

sémen representa um risco em termos de contaminacao e/ou transmissdo de doencas, o que
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marca a necessidade de substituicdo dos mesmos na composicdo destas formulacdes.
Assim, objetivou-se avaliar o efeito do gel da Aloe vera (Aloe barbadensis Miller)
associado aos diluidores Tris ou Agua de coco em p6 (ACP-106®) na viabilidade do sémen
refrigerado de cées, por um periodo de 72 horas, como alternativa a substituicdo da gema
de ovo. Para isto, foram colhidas amostras seminais de cinco cdes, Basset Hound, a cada
48 horas, totalizando 15 ejaculados, os quais foram avaliados e, posteriormente divididos
em aliquotas iguais, de acordo com os grupos experimentais (G1: Tris + 20% gema de ovo
(controle); G2: Tris + 5% Aloe vera; G3: ACP-106 + 5% Aloe vera), e refrigerados. Apos
refrigeracdo, as amostras de sémen foram reaquecidas e avaliadas nos tempos de 0, 24, 48
e 72 h quanto a cinética e integridade de membrana plasmatica. Nao foram encontradas
diferencas estatisticas (P<0.05) para os parametros de motilidade total, retilinearidade,
indice de oscilacdo e integridade de membrana plasmatica entre 0s grupos experimentais,
independentemente do tempo de avaliacdo. A motilidade progressiva do G1 foi superior
(P<0.05) a do G2 nos tempos 0, 24 e 48 h, bem como a do G3 nos tempos 0, 48 e 72 h. A
linearidade do G3 foi superior (P<0.05) a dos demais grupos em todos os tempos de
avaliacdo. Com base nestes achados, pode-se concluir que a Aloe vera pode ser utilizada na
concentracdo de 5% em substituicdo a gema de ovo no diluidor de refrigeracdo de sémen

de cées.

Palavras-chave: Agua de coco em p6; Aloe vera; Refrigeracdo; Espermatozoides;

Sémen de cées.

Introducéo
A colheita, o armazenamento e o transporte do sémen canino, por meio da

tecnologia do sémen refrigerado [25,38], permite atender a necessidades preconizadas
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pelos criadores de cdes [31]. Estas técnicas possibilitam o uso de material genético de
reprodutores geneticamente superiores [14], sem que para isso seja necessario 0 transporte
de animais e a nem interferéncia em seu habitat [1,26].

Uma notével vantagem do processo de refrigeracdo € a manutencdo da viabilidade
do sémen por no minimo 48 horas, possibilitando sua distribuicdo para qualquer destino
[28]. Alguns dos diluidores seminais de destaque neste processo sdo aqueles a base de Tris
(hidroximetil aminometano) e de Agua de coco em p6é (ACP-106®) [7,39,46]. Na
composicao destes meios é necessario que outros constituintes estejam presentes, como a
frutose [11] e a gema de ovo [15,27]. Isso é preciso para que a qualidade dos
espermatozoides seja mantida [9,16], uma vez que os diluidores com 0s componentes base
apenas, ndo tém a capacidade de manter as células vidveis durante o processo de
refrigeracdo [42].

Além disso, em virtude dos riscos sanitarios, € preconizada a substituicdo da gema
de ovo, por ser de origem animal, por uma substancia, uma molécula ou outro produto que,
ao interagir com as células espermaticas promova a manutencdo da sua viabilidade de
forma semelhante ou superior [5,36]. Uma alternativa para isto é a Aloe vera (Aloe
barbadensis Miller), planta da familia das Lilaceas, encontrada em larga escala em varios
lugares do mundo [22,32]. Na composicdo deste vegetal estdo presentes vitaminas (C e E),
acucares (frutose) e enzimas (Catalase) [4,18,37,45] os quais podem favorecer a nutricdo
das células espermaéticas e a manutencao da sua viabilidade.

Com base no exposto, objetivou-se avaliar o efeito da utilizacdo do gel da Aloe vera
(Aloe barbadensis Miller) associado aos diluidores Tris ou Agua de coco em p6 (ACP-
106®) sobre a viabilidade do sémen canino refrigerado (5 °C) por um periodo de 72 h,

como uma alternativa a gema de ovo.
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Material e Métodos
Para realizacdo do trabalho, o protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de
Etica de Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE)

sob numero de licenga 038/2014 e nimero de processo 23082.004850/2014.

Animais

Foram utilizados cinco cdes, da raca Basset Hound, com idade entre cinco e sete
anos, pertencentes a um canil particular. Trés ejaculados de cada animal foram coletados
pelo método de manipulacdo digital do pénis a cada 48 horas, totalizando 15 ejaculados
[20], os quais foram imediatamente analisados em microscopio optico. Apenas as amostras
com > 70% de motilidade total (0-100%), vigor > 3 (0-5) e 80% de espermatozoides

morfologicamente normais foram utilizadas para o estudo.

Preparacao dos diluidores

Os diluidores utilizados foram a base de tampédo Tris (3,028g de Tris, 1,75g de
acido citrico monohidrato e 1,25g de D-frutose, diluidos em 100 mL de agua purificada) e
Agua de coco em p6 (ACP-106®) diluida em 50 mL de agua destilada, de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A gema de ovo foi preconizada como o grupo controle em
associacdo a solucdo Tris (G1: Tris + 20% de gema de ovo) e o gel da Aloe vera como
grupos tratamento (G2: Tris + 5% de Aloe vera; G3: ACP-106®+ 5% Aloe vera; G4: ACP-
106®+ 20% gema de ovo). Para a extracdo do gel da Aloe vera, foram retiradas as partes
mais externas da folha e a parte mucilaginosa foi recuperada, triturada e filtrada. A
correcdo do pH dos diluidores foi realizada com solucdo de carbonato de sédio (NaCO3),

enquanto que a corregdo da osmolaridade foi feita com acréscimo de agua destilada.
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Refrigeracdo

O ejaculado foi fracionado e diluido em trés aliquotas na proporcdo de 1/2
(sémen:diluidor), de acordo com 0s grupos experimentais. Estas amostras foram
acondicionadas em tubos falcon e refrigeradas em geladeira, previamente estabilizada a
temperatura de 5 °C. O tempo médio da curva de refrigeracao foi de 2 horas, com média de
decréscimo de temperatura de 0,3°C/ min. Ao final deste periodo, as amostras de sémen

foram avaliadas, tendo este, considerado 0 momento 0 (Oh).

Analises Espermaticas

Para as avaliacBes das amostras de sémen submetidas a refrigeracdo, uma aliquota
de 100pl de cada grupo foi aquecida em banho-maria (37 °C/ 1 min) e analisadas quanto a
cinética espermatica e integridade de membrana plasmatica, conforme descrito abaixo. As

avaliacdes foram realizadas nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas ap06s a refrigeracao.

Cinética Espermatica

Uma lamina contendo 10 pl da amostra foi acoplada ao microscépio de contraste de
fase (Nikon™ H5505, Eclipse 50i, Japdo) e as imagens foram capturadas por uma video-
camera (Basler Vision Tecnologie™ A312FC, Ahrensbug, Alemanha). A cinética
espermatica foi avaliada com auxilio do programa Sperm Class Analyser® (SCA®,
Microptics S.L, Barcelona, Espanha), fornecendo os seguintes parametros: percentual de
espermatozoides modveis (MOT), percentual de espermatozoides com movimento
progressivo (MOP), velocidade média do percurso (VAP - um/s), velocidade curvilinear
(VCL - um/s), velocidade em linha reta (VSL - um/s), linearidade (LIN - %),
retilinearidade (STR - %), deslocamento lateral da cabeca (ALH - um), indice de oscilagdo

(WOB - %) e batimento cruzado (BCF - Hz).
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Integridade de Membrana Plasmatica

Para a avaliacdo da integridade da membrana plasmatica (iMP), aliquotas de 50 ul
de sémen foram adicionadas a solucdo contendo 150 uL de Tris (3,605 g de Tris; 2,024 g
de acido citrico; 1,488 g de frutose; 100 mL de agua destilada; pH 6,8), 5 uL de Diacetato
de Carboxifluoresceina (0,46 mg/mL em DMSOQO) e 20 uL de lodeto de Propidio (0,5
mg/mL em PBS), incubadas por 10 minutos a 37 °C e fixadas com PBS contendo 0,5% de
glutaraldeido, descrito por Silva e Guerra (2012) [41] e Betancur et al (2013) [3]. Um total
de 200 espermatozoides foi avaliado em microscépio de epifluorescéncia (Carl Zeiss,
Gottingen, Alemanha). As células espermaéticas foram classificadas segundo a coloracao
apresentada em: membrana intacta, quando as células apresentavam-se coradas em verde, e

com membrana danificada, quando coradas em vermelho.

Anélise Estatistica

Os dados foram apresentados considerando-se média e desvios-padrdo. Analises de
variancia foram feitas para comparar os dados de cinética espermatica e integridade de
membrana plasmatica entre 0s grupos e ao longo do tempo. Para as anélises estatisticas

realizadas foi adotado o nivel de significancia (P) de 5% [23].

Resultados

Na primeira avaliacdo dos grupos o G4 foi descartado do experimento, pois
demonstrou impossibilidade de ser avaliado.

Os parametros de MOT (Tabela 1), STR e WOB (Tabela 3), bem como de
integridade de membrana plasmatica (Tabela 1) ndo demonstraram diferencas

significativas (P<0.05) entre os grupos experimentais, em nenhum dos tempos de avaliagéo
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(0, 24, 48 e 72 h). No entanto, nos periodos de Oh e 48h de refrigeracdo, os percentuais de
MOP foram significativamente superiores (P<0.05) no grupo Tris-gema de ovo (G1) do
que naqueles que tiveram o gel da Aloe vera (G2 e G3) como crioprotetor. Em
contrapartida, as 24h a MOP foi maior (P<0.05) no G1 do que no G2 e as 72h no G1 em
relacdo ao G3 (Tabela 1).

Os valores das velocidades espermaticas estdo expostos da Tabela 3 e ndo diferiram
(P>0.05) entre os tratamentos experimentais nos tempos 0, 24 e 48 h. Contudo, no tempo
72 h, as VAP, VCL e VSL foram encontradas diferencas significativas apenas no tempo de
72h. Neste, o T1 mostrou-se significativamente superior (P<0.05) que o T3.

A analise da LIN evidenciou diferencas no tempo de 24h de refrigeracdo foi maior
(P<0.05) no G3 do que noG2. A ALH, nos tempos de Oh e 48h, foi significativamente
superior (P<0.05) no G2 do que no G3. Entretanto, as 72h de refrigeracdo, G3 foi inferior
(P<0.05) aos demais grupos de estudo (G1 e G2). Por sua vez, os valores de BCF, as 24h
de refrigeracéo, foram maiores (P<0.05) no G1 e G3 do que no G2, enquanto que no tempo
de 72h, o G1 foi superior (P<0.05) aos demais tratamentos (Tabela 3).

Quando avaliados os parametros espermaticos ao longo dos tempos de refrigeracao
(0 a 72h), pode-se constatar que os porcentuais de MOP (Tabela 1) do G3 no tempo 0 h
foram maiores (P<0.05) e do que no tempo 72h. Da mesma forma, para os valores das
velocidades, VAP e VSL manifestaram-se maiores (P<0,05) no G3 as 24h de refrigeracédo

do que as 72h (Tabela 3).

Discusséo
O G4 foi excluido do experimento porque, quando a amostra foi exposta ao Sperm
Class Analyzer (SCA), os diversos grumos formados devido a interagdo da gema de ovo

com o diluidor ACP-106® impossibilitaram a avaliacdo das células espermaticas. Durante
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as avaliacOes foi observado que as particulas formadas eram confundidas com as cabecas
dos espermatozoides, reduzindo, desta forma, a acuracia dos possiveis resultados. No
entanto, apesar disso, pode-se observar que haviam células com motilidade.

Na literatura consultada ndo ha relatos sobre a utilizacdo do gel mucilaginoso da
Aloe vera no diluidor de sémen de cdes e muito menos sobre a concentracao a ser utilizada;
embora isto exista para outras espécies. Como por exemplo, nos trabalhos de Rodriguez et
al (1988) [33], que congelaram sémen de ovinos usando a 40 partes de Aloe vera associada
a gema de ovo, 90% das células mantiveram-se moveis ap0s descongelacdo. Por outro
lado, Melo et al (2012) [24] e Brito et al (2012) [6] sugeriram a substituicdo da gema de
ovo pela Aloe vera, quando utilizaram 5% desta planta no diluente a base de agua de coco
em pé (ACP-101® e ACP-102®) durante refrigeracdo a 4 °C de sémen caprino e ovino,
respectivamente; o que foi utilizado como base para a realizacéo do presente trabalho.

Os resultados indicam que o gel da Aloe vera, na concentracao de 5%, foi eficaz em
manter a qualidade do sémen refrigerado de cdes, corroborando com os estudos citados
anteriormente. Independente do diluidor a ser utilizado a indicacdo da Aloe vera como
substituto a gema de ovo é indicada. Entretanto, quando observada a linearidade no
tratamento com ACP-106® e 5% de Aloe vera, pode-se observar um notavel incremento
benéfico neste grupo causando um aumento deste parametro, sendo mantido durante todo o
estudo. Este fato pode estar relacionado a uma interacdo mais eficaz entre o diluidor a base
de &gua de coco em p6 com o gel da Aloe vera e, consequentemente a aparente adaptacdo
das células a este meio.

Outro ponto de discussao é que, apesar de inicialmente os espermatozoides diluidos
em Tris-gema de ovo obterem resultados superiores na primeira avaliacdo (Oh), nota-se
uma adaptacdo das células espermaticas nos grupos com Aloe vera. O que sugere uma

adequacdo mais lenta a0 meio contendo o gel desta planta, sendo observada mais
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lentamente no Tris do que na ACP-106®, ja que, neste ultimo, nas primeiras 24 horas de
refrigeracdo, os resultados foram semelhantes ao grupo com gema de ovo.

Este processo pode ser explicado devido a viscosidade do diluidor apo6s sua
formulacdo, sendo atribuida aos polissacarideos existentes em grande quantidade no gel da
Aloe vera [22,40,43]. Estas substancias podem ter interferido também na reducéo das
motilidades progressivas das células espermaticas observadas no trabalho, ja que tem a
capacidade de se ligar as membranas celulares, 0 que pode ter causado uma estabilizacéo
nas membranas dos espermatozoides devido a modificacdo de sua estrutura.

De acordo com Holt (2000) [17] e Manjunath (2012) [21] dependendo da
composicdo da membrana plasméatica e do grau de interferéncia das substancias
adicionadas ao diluidor podem ocasionar em danos irreversiveis a célula, o que pode ter
ocorrido em parte da populacdo espermatica nos diluidores que utilizaram o gel da Aloe
vera. Associado a isto, outro fator relevante para a influéncia nos resultados é a capacidade
da Aloe vera em aumentar a permeabilidade celular [23], o que pode ter auxiliado na
modificacdo da estrutura da membrana plasmatica e diminuido sua movimentacdo apos o
re-aguecimento.

Além de polissacarideos em grande quantidade, hd a presenca de diversos
antioxidantes naturais, como, flavonoides, acido ascorbico, B-caroteno e a-tocoferol
citados por Ozsoy et al (2009) [29] e encontrados no extrato aquoso da folha da Aloe vera.
Entretanto, estes autores relatam que a atividade antioxidante observada no extrato aquoso
ndo foi constatada quando se utilizou o gel da planta. Portanto, a incorporacdo desse
extrato aquoso da folha ao diluidor associado ao seu gel que, segundo Surjushe (2008)
[40], é rico em agua, além de vitamina A, B, C e E, célcio, potassio, magnesio e zinco,

diversos aminoacidos, enzimas e carboidratos, pode ser um fator contribuinte para
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enriquecer as caracteristicas do diluidor e, consequentemente contribuir de forma benéfica
para a manutencdo da qualidade espermatica.

De acordo com Rodriguez-Gonzalez et al (2011) [34], os niveis de polissacarideos,
sdo menores nas plantas bem irrigadas, além disso, segundo estes autores, 0 processamento
das folhas deve ser realizado logo apos a colheita, pois o gel oxida rapidamente quando
entra em contato com o ar, o que ndo foi observado no presente estudo, j& que a
formulacéo do diluidor foi realizada imediatamente apds sua obtencéo.

Devido a instabilidade do gel mucilaginoso da Aloe vera, diversas técnicas sao
empregadas para a conservacao de suas propriedades [2,10,12], auxiliando também na sua
manipulacdo. As mais estudas sao, a pasteuriza¢do (HTST - high temperature short time) e
a desidratacdo, no entanto, causam significativa diminui¢do nos niveis de acemanan, um
polissacarideo bioativo encontrado no gel [13,34], o que pode favorecer e facilitar na sua
padronizacdo do gel da Aloe vera para utilizacdo nos diluidores. Além destas, a liofilizacao
também é uma técnica de referéncia [19]. Segundo Vieira et al (2012) [44] esta técnica
retém grande parte de seus nutrientes originais, uma vez que emprega baixas temperaturas
em seu processamento. Além disso, a qualidade final do produto, quanto aos aspectos
nutritivos e sensoriais, também deve ser investigada no intuito de garantir a sua qualidade.
Dentre estes indices, pode-se citar o teor de retencdo de vitamina C, a capacidade de
reidratacdo e a textura do produto.

Por isto, 0 emprego de técnicas de processamento que conservem os ativos do gel
de maneira adequada é essencial para que 0 mesmo apresente os efeitos esperados [12].
Entretanto, no presente estudo, néo se sabe ao certo até que ponto o processamento do gel
em altas temperaturas poderia ter beneficiado a qualidade espermatica nos tratamentos que
continham a Aloe vera, ja que estas técnicas ndo sé modificam a quantidade de substancias,

possivelmente interferem também no pH do meio e na osmolaridade, condigdes estas, que
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alteradas, podem causar danos irreversiveis para 0s espermatozoides, ocasionando a morte
celular [30].

Por isto, € imprescindivel a padronizacdo do gel da Aloe vera, objetivando
conservar suas caracteristicas quimicas essenciais para a sobrevivéncia espermatica e,
consequentemente definir qual serd a melhor forma de utiliza-la como componente do
diluidor para o sémen de cdes. Pois, € evidente a gama de substancias que esta planta
possui, sendo necessarios, porém, estudos mais controlados no intuito de padronizar a
idade de colheita, tecnologia de cultivo, clima e solo [8], além de uniformizar o método de
extracdo do gel, manipulacéo e processamento, ja que estes parametros sdo influenciadores

na sua composicao e, consequentemente na manutencao da viabilidade espermaética.

Concluséo

Com base nos dados apresentados, é sugerida a substituicdo da gema de ovo pela
Aloe vera no diluidor de refrigeracdo de sémen de cdes na concentracdo de 5% do gel
mucilaginoso desta planta. Quanto ao diluidor a ser utilizado, ambos mostraram-se

eficazes, no entanto, sugere-se o Tris ja que sua formulacdo é menos onerosa.
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Tabela 1. Média e desvios-padrao das motilidades total e progressiva do sémen refrigerado
a 5 °C de cées avaliado no Sperm Class Analyzer (SCA®), por um periodo de 72 horas

Tempo de avaliagéo

Parametros  Grupos
Oh 24h 48h 72h
Gl 84,0+£129 84,7+144 86,2 + 15,8 809+124
MOT (%) G2 83,7+5.2 70,1+£13,3 66,9 +12,4 51,8 +14,8
G3 716+11,3 62,1+ 13,0 58,1+9,4 38,7+9,6
Gl 41,3 £9,5% 36,3+9,74 36,8 £ 8,5% 28,6 £ 5,24
MOP (%) G2 215+4,38 20,1 +5,68 21,7 +5,88 16,4 £ 6,178
G3 27,9 +7,6%® 23,9 7,138 18,0 + 2,5%8 10,4 + 3,98

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas (P<0,05). Letras
minusculas diferentes na mesma linha representam diferencas significativas (P<0,05). G1: Tris + 20% gema
de ovo; G2: Tris + 5% Aloe vera; G3: ACP-106® + 5% Aloe vera; MOT: motilidade total; MOP: motilidade
progressiva.

Tabela 2. Média e desvios-padrdo da integridade de membrana plasmatica do sémen
refrigerado a 5 °C de cées avaliado no Sperm Class Analyzer (SCA®), por um periodo de 72
horas

Tempo de avaliagéo

Parametros Grupos
Oh 24h 48h 72h
Gl 72,6 +14,7 70,0+11,3 65,1+ 12,5 69,9+9,9
iMP (%) G2 53,5+9,.22 50,3 £ 12,0 54,8 + 10,2 49,2 + 16,7
G3 53,0+ 12,8 56,4+7,9 532+9,5 54,4 + 11,5

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas (P<0,05). Letras
minuUsculas diferentes na mesma linha representam diferencas significativas (P<0,05). G1: Tris + 20% gema
de ovo; G2: Tris + 5% Aloe vera; G3: ACP-106® + 5% Aloe vera; iMP: integridade de membrana plasmatica.
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Tabela 3. Média e desvios-padrdo dos parametros cinéticos do sémen refrigerado a 5 °C de
cies avaliado no Sperm Class Analyzer (SCA®), por um periodo de 72 horas

Tempo de avaliagéo

Pardmetros  Grupos
Oh 24h 48h 72h
Gl 105,9 £17,2 105,1 £ 16,7 105,2+ 15,4 103,5 + 16,4*
VAP (um/s) G2 83,6 £20,2 83,3+244 87,2+ 20,5 75,1 +£19,1%8
G3 87,2 £ 22 5% 97,7 +15,9° 78,5 + 20,0* 61,2 + 30,68
Gl 127,0 £ 18,2 125,3£19,7 127,2+£18,5 123,2+19,3*
VCL (um/s) G2 128,9 +£ 30,0 117.,+ 33,5 119,5 £ 29,2 100,3 + 20,278
G3 106,7 +21,9 115,2 £ 19,6 89,8 + 25,6 68,9 + 32,88
Gl 90,3+15,3 90,2 £15,6 88,5+ 14,2 91,0 + 15,24
VSL (um/s) G2 70,1+14,2 68,5+ 20,8 73,6 £15,3 67,2 £ 15,38
G3 81,0 + 21,4%® 92,9 +14,3? 74,6 + 17,9 58,4 + 28,58
Gl 66,5+ 12,7 67,3 £ 12,248 65,2 +12,0 69,1+124
LIN (%) G2 52,1+13,1 46,8 + 14,68 58,7 +9,7 58,9 +14,5
G3 65,0 £ 16,7 75,4 +10,8* 66,9 £ 12,7 60,3 £ 20,5
Gl 79,5+13,2 80,1+13,9 78,6 £13,9 82,1+139
STR (%) G2 72,6 +12,7 65,4 + 16,3 79,9+ 14,6 78,3+18,1
G3 80,1 £ 16,7 88,7+134 76,2 £ 16,6 70,2 £ 26,5
Gl 3,5+0,5"8 34+£05 3,5+0,5"8 3,3+0,5%
ALH (um) G2 48 +1,2% 3,715 4,1+0,8* 3,4+0,5%
G3 2,8+0,5° 2,8+0,6 2,1+0,8° 1,6+0,8°
Gl 77,9+14,3 78,3+12,9 77,3+12,9 785+13,1
WOB (%) G2 56,3 +11,9 56,8 £ 15,9 68,5+ 10,7 65,2 £ 15,2
G3 70,1+17,8 79,3+11,9 70,2 +14,0 62,9+ 21,8
Gl 99+15 10,9 £2,04 109+18 112+1,8~
BCF (Hz) G2 8,3+£1,3 71+2.28 79+£19 6,8 £ 0,68
G3 94+£15 11,7+1,8* 8,8+£23 74+ 3,68

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas (P<0,05). Letras
minusculas diferentes na mesma linha representam diferencas significativas (P<0,05). G1: Tris + 20% gema
de ovo; G2: Tris + 5% Aloe vera; G3: ACP-106® + 5% Aloe vera; VAP (um/s): velocidade média do
percurso; VCL (um/s): velocidade curvilinear; VSL (um/s): velocidade em linha reta; LIN (%): llinearidade;
STR (%): retilinearidade; ALH (um): deslocamento lateral da cabega; WOB (%): indice de oscilagdo; BCF
(Hz): frequéncia de batimento cruzado.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, o uso do gel de Aloe vera na concentracao de 5% foi eficaz
para a manutencdo da qualidade espermatica durante a refrigeracdo por 48 e 72 horas
(Experimento 1 e Experimento 2, respectivamente). No entanto, quando objetivada a
renovacdo do diluidor, esta ndo foi benéfica para o grupo que incluia em sua
composicdo esta planta. Independente do diluidor utilizado (Tris ou ACP-106®), é

recomendada a substituicdo da gema de ovo pela Aloe vera.

Apesar da planta Aloe vera demonstrar caracteristicas que sdo viaveis para a
sobrevivéncia espermatica, apenas no processo de refrigeracdo foram encontrados
resultados que corroboram com o objetivo do presente estudo. Entretanto, a elevada
viscosidade do gel da planta que foi utilizado durante o experimento é um entrave que
deve ser corrigido, o que foi observado durante os dois experimentos. Além de
demonstrar resultados diferentes nos dois experimentos, mesmo utilizando condigdes

iguais de diluidor, concentracdo do gel e animais.

Outra alteracdo verificada durante o processo de formulacdo do diluidor foi a
reducdo do pH (6,2 em média) e 0 aumento da Osmolaridade (390 mOsm, em média).
Entretanto, ambos foram corrigidos no intuito de manté-los nos valores recomendados

para a célula espermatica.

Outras pesquisas devem ser realizadas no intuito de diminuir a viscosidade do
gel da Aloe vera, dentre elas, sugere-se a pasteurizacdo e a desidratacdo. No entanto,
apoOs estes processos hd a necessidade de avaliar a qualidade do produto obtido
verificando sua textura e tamanho das particulas, assim como se haverd perda de

componentes.



