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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi testar diferentes concentrages de Aloe vera (AV) para a
producdo de um diluidor de origem vegetal para a criopreservacdo de células espermaticas
provenientes do epididimo de bovinos. Amostras obtidas de epididimos bovinos sem raga
definida foram recuperadas e homogeneizadas para formacdo do pool. Sete grupos
experimentais foram testados: GC= Grupo Controle; G5= Grupo 5% (5% de AV + 1,488g
frutose); G10=Grupo 10% (10% de AV + 1,488g frutose); G20=Grupo 20% (20% de AV +
1,488 frutose); GF5=Grupo 5% (5% de AV + 2,976g frutose); GF10=Grupo 10% (10% de
AV + 29769 frutose); GF20=Grupo 20% (20% de AV + 2,976g frutose). Os extratos bruto e
filtrado da AV foram submetidos ao teste de determinacéo de acUcares redutores. As amostras
foram submetidas as avaliacGes de reologia com extrato de plantas irrigadas e ndo irrigadas e
potencial hidrogenidnico nas temperaturas de refrigeracdo e a 37 °C; motilidade subjetiva,
integridade e funcionalidade da membrana plasmatica nos periodos TO, apds a formacao dos
grupos em temperatura ambiente e T2, apds atingir a temperatura de 5 °C; e teste de
crescimento microbiologico com os diluidores refrigerados por 48h e 72h. Os dados foram
avaliados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov com 5% de significancia. Para comparacoes
entre 0s tempos de um mesmo grupo utilizou-se o teste T, e para comparacdo entre grupos
utilizou-se ANOVA, seguida do poOs-teste de Tukey (p<0,05). Para o potencial
hidrogenionico, observou-se pH 6,5 em todos 0s grupos com o extrato e GC. Houve diferenca
(P<0,05) na viscosidade entre 0os grupos com menores concentragdes de AV em comparagdo
com os grupos G20 e GF20, nas plantas regadas e nao regadas. Houve diferenca (P<0,001) na
cinética nos grupos com diferentes concentracdes de Aloe vera e frutose em comparagdo ao
GC, com reduc¢do nos parametros cinéticos. Porém ndo foi observado diferenca (P>0,05) entre
0s tempos de avaliacdo. N&o foram observadas diferengas (P>0,05) para parametros de
integridade e funcionalidade da membrana plasmaética entre os grupos experimentais. Para o
teste de crescimento microbioldgico, observou-se que os grupos G10 e GF5 apresentaram
efeito semelhante ao GC; o G20, apds 72h de refrigeracdo, apresentou efeito antimicrobiano.
Uma das mais importantes caracteristicas associadas a capacidade fertilizante do sémen é a
motilidade, pois é essencial para o transporte do espermatozoide no trato reprodutivo
feminino e fertilizacdo. A viscosidade da AV e o alto indice de células espermaticas
epididimarias com presenca de gotas citoplasmaticas podem prejudicar a movimentacdo do
espermatozoide pelo meio, ocasionando maior gasto de energia. Os antioxidantes presentes na
AV protegem os espermatozoides de ROS a baixas temperaturas, mantendo a integridade e
funcionalidade da membrana plasmatica como observado no GC. Baseado no exposto,
conclui-se que a adicdo do extrato bruto da Aloe vera interfere negativamente na motilidade
de espermatozoides epididimarios de bovino, porém preserva os parametros de integridade e
funcionalidade da membrana plasmatica, assim como apresenta efeito bacteriostatico. Estudos
devem ser realizados para determinar a viscosidade ideal do extrato e aprimorar a confecgédo
deste diluidor seminal de origem vegetal.

Palavras-chave: Babosa, criopreservagéo, epididimo.



ABSTRACT

The aim of this experiment was to test different concentrations of Aloe vera (AV) for the
production of an aloe-based extender to cryopreservation of bovine sperm cells from
epididymis. Samples obtained from epididyms of withoutbred bovine were recovered and
homogenized for the formation of a pool. Seven experimental groups were tested: GC =
Control Group; G5 = Group 5% (5% AV plus 1.488g fructose); G10 = Group 10% (10% of
AV plus 1.488g fructose); G20 = Group 20% (20% of AV plus 1,488g fructose); GF5 =
Group 5% (5% AV plus 2,976g fructose); GF10 = Group 10% (10% of AV plus 2,976g
fructose); GF20 = Group 20% (20% of AV plus 2,976g fructose). The brute and filtered AV
extract was submitted to the test for the reducing sugars determination. The samples were
submitted to the hydrogenation and rheology tests at the cooling and 37 °C temperatures;
subjective motility, integrity and functionality of the plasmatic membrane at periods TO (after
the groups formation at room temperature), and T2, after reaching 5 °C; and microbiological
test to refrigerated diluents during 48h and 72h at 5 °C. The data were evaluated by
Kolmogorov-Smirnov test with 5% significance. For comparisons between the times of the
same group, T test was used, and ANOVA was used for comparison between groups,
followed by Tukey's post-test (p<0.05). For the hydrogenation potential, pH 6.5 was observed
in all groups with extract and GC. Difference was observed (P <0.05) between groups within
lower AV concentrations compared to G20 and GF20 groups, in irrigated and non-irrigated
plants. Difference was observed (P<0.001) in the groups with different concentrations of Aloe
vera and fructose in comparison with the GC, with kinetic parameters reduced. However, no
difference (P> 0.05) was observed between the evaluation times. No differences were
observed (P>0,05) for parameters of plasma membrane integrity and functionality between
the groups. For the microbiological test, was observed that the G10 and GF5 groups
demonstrated similar effect to GC, on the other hands, G20 after 72h of refrigeration
demonstrated antimicrobial effect. The motility is the most important characteristic associated
with fertilizing capacity of semen, since it is essential for spermatozoa transport in the female
reproductive tract and fertilization. The AV viscosity and the high index of epididymal sperm
cells with cytoplasmic droplets can damage sperm movement through the extender, causing a
higher energy exhaust. Moreover, antioxidants present in AV may defend ROS attack to
spermatozoa at low temperatures, maintaining the integrity and functionality of the plasma
membrane as observed in this study. Thus, it is concluded that the addition of crude extract of
Aloe vera interferes negatively on motility of epididymal bovine spermatozoa, but preserves
the integrity and functionality of the plasma membrane and presents bacteriostatic effect.
Studies should be carried out to resolves the high viscosity and improve the preparation of
this seminal aloe-based extender.

Keywords: Aloe vera, cryopreservation, epididymis.
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1 INTRODUCAO

O Brasil apresenta 0 maior rebanho bovino comercial do planeta, devido a isto, a
cadeia produtiva necessita aumentar cada vez mais a eficiéncia dos processos a um menor
custo (FRENEAU, 2011). Para isso estdo sendo utilizadas biotécnicas, como inseminacéo
artificial em bovinos que é uma biotécnica aplicada a reproducdo com maior difusdo e
impacto no melhoramento genético de animais de exploracdo zootécnica (BORGES et al.,
2011).

A criopreservacao do sémen tem sido vista como um meio de beneficiar a cria¢éo
de animais de importancia agricola, reconhecida por contribuir para a conservacao de espécies
ameacadas e para superar aspectos da infertilidade masculina em seres humanos (WATSON,
2000). O processo de criopreservacao de sémen, além de possibilitar sua utilizacdo por longo
periodo, reduz riscos e custos com a aquisicdo e transporte de reprodutores; favorece rapida
difusdo de material genético entre regiGes, paises e continentes; minimiza a possibilidade de
introducdo de doencas transmissiveis via sémen numa regido e/ou pais e a transmisséo e
propagacdo de doencas sexualmente transmissiveis nos rebanhos (TRALDI, 1994).

A recuperacdo de espermatozoides da cauda do epididimo é uma técnica
importante para preservar reservas genéticas de animais valiosos recém mortos (MURADAS
et al., 2006). Os procedimentos de isolamento de espermatozoides do epididimo de animais
mortos, a criopreservacao e subsequente utilizacdo para a fecundacgéo in vitro, sdo importantes
ferramentas para resgatar material genético que poderia ser perdido, tanto de animais de
producdo, como em espécies em extincdo (MARTINS et al., 2007). No touro, a cauda do
epididimo possui a capacidade de armazenar o equivalente a dez ejaculados sucessivos e
devido a sua baixa atividade metabolica, os espermatozoides podem sobreviver por até 15
dias, enquanto que apos a ejaculacdo sobrevivem por pouco mais que 24 horas (BEDFORD,
1994).

A descoberta do glicerol como crioprotetor marcou um avango quéantico no
sémen criopreservado, mas pesquisas subsequentes fizeram melhorias relativamente pequenas
nas técnicas basicas estabelecidas no inicio da década de 1950 (HOLT, 2000). Mesmo com as
melhores técnicas de preservacao, a sobrevivéncia pos-descongelacdo ainda € restrita a cerca
de 50% da populacdo de espermatozoides. Além disso, a maioria dos espermatozoides
sobreviventes apresentam caracteristicas que os distinguem dos espermatozoides antes da

criopreservagdo. Como consequéncia, a fertilidade do sémen criopreservado utilizado na
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inseminacado artificial (Al) é mais pobre que o sémen fresco na maioria das espécies, 0 que
pode ser parcialmente compensado pela utilizacdo de um maior nUmero de espermatozoides
vivos (WATSON, 1995).

Muitos fatores devem ser considerados quanto a congelacdo do sémen, pois
durante esse processo os lipidios da membrana plasmaética do espermatozoide passam por uma
fase de transicdo do estado liquido-cristalino para o estado de gel (AMANN; PICKETT,
1987; GRAHAM, 1996). Caso o espermatozoide ndo seja refrigerado apropriadamente,
ocorrerdo danos que acarretardo em perda da motilidade e fertilidade, devido ao fenémeno
térmico (WATSON, 1995), que causam lesbes na membrana plasmatica, reducdo do
metabolismo de carboidratos e perda de componentes intracelulares, lipidios e enzimas
espermaticas (DROBNIS et al., 1993).

Os diluidores usados para a preservacdo espermatica, de uma forma geral, devem
ter pH adequado, capacidade de protecdo e manutencdo da viabilidade celular, osmolaridade
adequada e, ainda, capacidade de proteger o espermatozoide de injdrias criogénicas
(SALAMON; MAXWELL, 2000). No mercado ha diversos diluidores que buscam manter as
caracteristicas seminais essenciais a reproducdo, os quais agem sob o ponto de congelacdo da
solugdo, momento em que ocorre a formacgéo dos cristais de gelo (MONREAL et al., 2013),
esses diluidores tém como crioprotetor extracelular base de produtos de origem animal, como
a gema de ovo e/ou leite desnatado.

Os componentes basicos dos diluentes de congelacdo sdo substancias ibnicas e
ndo-idnicas que mantém a osmolaridade e tamponam o meio; uma fonte de lipoproteina de
alto peso molecular para proteger contra o choque térmico, como a gema de ovo e o leite;
acucares, glicerol, 1,2-propanodiol ou dimetilsulfoxido (DMSO) como crioprotetores; e
outros aditivos como enzimas antioxidantes e antibidticos (VISHWANATH; SHANNON,
2000). Porém, extensores de sémen contendo componentes como gema de ovo e leite
desnatado séo dificeis de padronizar e introduzem o risco de contaminagdo microbiana. Um
extensor bem definido, ndo originario de tecidos animais, apresentaria uma valiosa
contribuicdo para a industria de IA (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW et al., 2000).

A Babosa é 0 nome popular dado a uma planta africana pertencente a familia das
Liliaceas e do género Aloe, a qual pertencem mais de 300 espécies. Uma das espécies mais
conhecida é a Aloe vera, sendo a mais estudada pelas industrias. A Aloe vera também ¢é
conhecida como Aloe barbadenses, por crescer, espontanea e abundantemente, na ilha de
Barbados. O interior de suas folhas é constituido de um tecido parenquimatico rico em

polissacarideos, conhecido como mucilagem, que lhe confere uma consisténcia viscosa,
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semelhante a uma baba, de onde surgiu o0 nome de Babosa. Nesta 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 importantissimos para 0
homem, e desses, sete pertencem aos oito ndo sintetizados pelo organismo humano (BACH,;
LOPES, 2007).

Alguns estudos utilizaram a Aloe vera no diluidor para testar seu possivel efeito
crioprotetor em diferentes espécies. Melo-Maciel et al. (2015), utilizando espermatozoides de
peixe tambaqui, observaram que a Aloe vera em associacdo ao diluidor a base de agua de
coco, o ACP, permitiu a obtencdo de taxa de morfologia espermética dentro dos padrBes de
normalidade e presenca de espermatozoides méveis. Melo (2010) mostrou que a utilizagdo do
extrato bruto de Aloe vera adicionado ao diluidor ACP, na concentracdo de 5%, é capaz de
manter os parametros de viabilidade de espermatozoides caprinos por um periodo de
refrigeracdo. Em outro estudo, Melo (2015) mostrou que a gema de ovo pode ser substituida
por 5% do gel de Aloe vera no diluidor de refrigeragdo de sémen de cées.

Devido a utilizacdo da Aloe vera pelas inddstrias alimenticia, farmacéutica,
cosmética e fitoterapica (BACH; LOPES, 2007) por conter componentes ativos em seu gel e
pela presenca de andlises satisfatdrias em estudos utilizando a Aloe vera em espermatozoides
de diferentes espécies, a perspectiva deste trabalho é que o diluidor a base de Aloe vera possa
substituir diluidores a base de origem animal na capacidade de preservar os parametros de
viabilidade de espermatozoides epididimarios bovino, submetidos ao processo de refrigeracdo

por um periodo de 48 horas.



19

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aparelho Reprodutor

O sistema reprodutivo masculino é constituido de diversos 6rgaos (Figura 1) que
atuam em conjunto para produzir espermatozoides e libera-los no sistema reprodutor da
fémea. Os Orgdos genitais consistem em dois testiculos, suspensos dentro da bolsa escrotal
por um corddo espermatico e pelo masculo cremaster externo; dois epididimos; dois ductos

deferentes; glandulas sexuais acessorias; e o pénis (MARQUES FILHO, 2006).

Figura 1. Sistema reprodutor masculino bovino
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Fonte: http://s3.amazonaws.com/magoo/ABAAAgLOAAG-19.jpg

O testiculo é o local do desenvolvimento de células germinativas, ou seja, a
espermatogénese e, portanto, o tecido primério do sistema reprodutor masculino. E também o
sitio da sintese e secre¢do de andrégenos (ROBERTS, 2010). Os testiculos estdo posicionados
dorsoventralmente perpendicular a parede abdominal na regido inguinal. Devido aos
diferentes formatos entre as subespécies e ragas bovinas, podem ser considerados 0s seguintes
formatos: longo, longo/moderado, longo/oval, oval/esférico e esférico (CBRA, 2013).

A bolsa testicular, presente em todos os animais domeésticos, € uma evaginacao do
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perineo composta basicamente por pele, fascia escrotal e uma camada fibroelastica
subcutanea e muscular, a tanica dartos, fundida ao folheto parietal da tanica vaginal. A pele
tem uma epiderme fina e alguns poucos pelos. A bolsa testicular regula a temperatura
testicular (MARTINS JUNIOR; FEITOSA, 2008).

O epididimo, adjacente as superficies dorsal, medial e ventral do testiculo,
apresenta trés partes distintas: cabeca, corpo e cauda (MARTINS JUNIOR; FEITOSA, 2008).
O epididimo néo € apenas um conduto para os espermatozoides, mas também proporciona um
ambiente especial para que estes se amadurecam e adquiram capacidade de fertilizacdo
(MARQUES FILHO, 2006).

O ducto deferente, também chamado de vaso deferente, é uma extensdo distal dos
ductos epididimarios, que transporta espermatozoides e fluidos seminal da cauda do
epididimo para o ducto ejaculatério, onde se une ao ducto excretor da vesicula seminal. E
comumente dividido em quatro segmentos - testicular, inguinal, abdominal e pélvico - que
correspondem as posi¢des anatbmicas de varias partes do ducto deferente (DE KRETSER et
al., 1982).

O sémen é composto de secrecdes das glandulas sexuais acessorias (prostata,
glandulas vesiculares e glandulas bulbouretrais), as quais acrescentam volume, nutrientes,
tampdes e outras substancias, cujas fungdes ainda permanecem desconhecidas. Essas
secrecdes sdo chamadas de plasma ou liquido seminal. A presenca, o tamanho e a localizagdo
dessas glandulas variam consideravelmente com a espécie (JUNIOR; FEITOSA, 2014). O
pénis € o 6rgdo copulador, formado por uma porcdo denominada corpo, pelo musculo retrator
e pela glande (MARQUES FILHO, 2006). O pénis bovino apresenta uma flexura sigmoide ou
"S" peniano em situacdo pds-escrotal (CBRA, 2013).

2.1.1 Epididimo

O epididimo é constituido de cabeca, corpo e cauda (Figura 2). Dentro de cada
regido, existem varios segmentos separados por septos, sendo varidvel os numeros de
segmentos dentro de cada regido (HINTON, 2010). Nos dois primeiros ocorrem o transporte e
a maturagdo dos espermatozoides. A cauda tem a funcdo de armazenar 0s espermatozoides
maturados até 0 momento da ejaculacdo. A passagem do espermatozoide através do epididimo
dura cerca de 10 dias no bovino (MARQUES FILHO, 2006). A partir da cauda, origina-se o
ducto deferente, o qual ira se ligar a uretra pélvica (MARTINS JUNIOR; FEITOSA, 2008).
Proximamente, os ductos eferentes conectam o testiculo ao epididimo e distalmente, o canal

deferente se estende da regido cauda. A cabeca do epididimo absorve uma quantidade
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consideravel de liquido originado nos tdbulos seminiferos, resultando em aumento da
concentracdo de espermatozoides. A cauda armazena cerca de 80% das células germinativas
maduras, as quais, pela ejaculacdo, sdo direcionadas a uretra através dos ductos deferentes.
N&o havendo ejaculacdo, o principal destino dos espermatozoides é a descarga espontanea na
uretra e eliminagdo na urina (MARTINS JUNIOR; FEITOSA, 2008).

Figura 2. Divisdo do epididimo bovino

Fonte: Hafez; Hafez, Reproducéo Animal, 2004, p. 104.

O epitélio do epididimo é composto por varios tipos de células (Figura 3),
incluindo: células principais, basais, apicais, halo, células claras e estreitas, cada uma das
quais varia em numero e tamanho ao longo do ducto epididimario (HINTON, 2010), sendo
cada um com suas funcbes imune, manutengdo, secre¢do, absorcdo, entre outros. Nos
mamiferos, o epididimo possui diversas funcdes, ressaltando-se a reabsorc¢ao dos fluidos dos
tubulos seminiferos, promovendo a concentracdo do sémen, o transporte dos espermatozoides,
a eliminacdo dos espermatozoides defeituosos, a maturacdo e o0 armazenamento dos
espermatozoides (MURADAS et al., 2006).
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Figura 3. Representacdo esquematica do epididimo e regides da cabeca, corpo e cauda
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Fonte: Hilton, B. T., Handbook of Andrology, 2010, p. 10-2.

Durante 0 armazenamento, o epididimo acumula espermatozoides que podem ou
ndo ser utilizados na copula. O volume da cauda do epididimo reflete a capacidade de
armazenamento de espermatozoides do macho. Em touros e garanhdes, o numero de
espermatozoides armazenados na cauda do epididimo pode ser suficiente para até 10
ejaculacdes sucessivas, dependendo da idade, tamanho e atividade reprodutiva do animal
(BEDFORD, 1994). A funcdo de armazenamento € ilustrada pelo fato dos espermatozoides
ejaculados sobreviverem por 24 horas ou mais fora do epididimo; entretanto os que sao
mantidos na cauda do epididimo (in vivo) permanecem vivos por mais de 15 dias. Esta
funcionalidade é baseada na manutengdo do metabolismo com baixa atividade, prevenindo a
ativacio prematura dos espermatozoides (MURADAS et al., 2006).

A colheita e a criopreservagdo dos espermatozoides da cauda do epididimo podem
ser a ultima chance e opgéo para preservacao de células germinativas de animais de alto valor
genético, reprodutores de idade avangada ou apos a morte do animal (BARBOSA et al.,
2012).

2.1.2 Espermatogénese e a célula espermatica
Alguns animais iniciam a producdo de espermatozoides ainda jovens. Nos

bovinos o processo de espermatogénese tem duracdo de 61 dias, desde a célula primordial até
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sua maturacdo (MARQUES FILHO, 2006). O testiculo é o local do desenvolvimento de
células germinativas e, portanto, o tecido primario do sistema reprodutor masculino
(ROBERTS, 2010). A diferenciacdo da celula espermatica envolve trés classes de células
germinativas: as espermatogonias, os espermatocitos e as espermatides (COUROT et al.,
1970). A producdo normal de espermatozoides depende de fatores ambientais, como a
luminosidade, temperatura, estresse, nutri¢do, assim como dos fatores genéticos (MARQUES
FILHO, 2006).

Nos adultos a espermatogénese € dividida em trés fases: a mitotica, a meiotica e a
espermiogénese (Figura 4), sendo cada fase caracterizada por mudancas morfologicas e
bioguimicas dos componentes do citoplasma e ndcleo celular (COUROT et al., 1970).

Figura 4. Fases da espermatogénese
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A primeira fase envolve a proliferacdo mitdtica das espermatogbnias (2n) e a
diferenciacdo de parte delas em espermatocitos primarios (2n), que seguem para a meiose; a
segunda fase, para formar espermatides haploides (n) (SILVA, 2012). O préximo passo na
maturacdo € a espermiogénese, a diferenciacdo do espermatozoide. Os primeiros passos
envolvem a construcéo da vesicula acrossomal do aparelho de Golgi. O acrossoma forma uma
estrutura semelhante a um "boné", cobrindo o nicleo. A medida que a cépsula acrossomal é
formada, o nucleo gira de modo que a face fique de frente para a membrana basal do tubulo
seminifero. Esta rotacdo € necessaria devido ao inicio da formacdo do flagelo, a partir do
centriolo distal, e este flagelo se estenderd para o Iimen. Durante o ultimo estagio de
espermiogénese, 0 nucleo se achata e se condensa, o citoplasma restante, a "gota
citoplasmatica"”, é absorvido pelas células de Sertoli e as mitocondrias formam um anel em
torno da base do flagelo (GILBERT; BARRESI, 2010).
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Todo o trato reprodutivo masculino depende dos hormonios para a fungéo
adequada. A hipofise produz gonadotrofinas, horménio foliculo-estimulante (FSH) e
horménio luteinizante (LH), sob o controle do hipotdlamo. O LH, liberado da adenohipdfise
em resposta ao hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) do hipotalamo, liga-se aos
receptores acoplados & proteina G na membrana citoplasmatica das células de Leydig no
compartimento intersticial do testiculo e, assim, estimula estas células a converter o colesterol
em testosterona (ROBERTS, 2010; ZIRKIN, 2010).

As principais células alvo para testosterona dentro do testiculo sdo as células de
Sertoli, contendo receptores de androgénio (AR). O FSH, produzido pela adenohipoéfise, atua
nos receptores de células de Sertoli para promover a espermatogénese. O testiculo requer altas
concentracbes de testosterona para manter o processo de espermatogénese e 0S Orgaos
acessorios dependem do andrdgeno para a funcdo secretora adequada. Além do controle
hormonal, os érgdos reprodutivos também estdo sujeitos ao controle nervoso simpatico e
parassimpatico. Assim, para a producdo adequada de gametas, deve haver integracdo do
hipotalamo, da hipofise e do testiculo (ROBERTS, 2010; ZIRKIN, 2010).

Figura 5. Estrutura da célula germinativa masculina
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Fonte: Moore et al., Embriologia Bésica, 2013, p. 11.

Os espermatozoides (Figura 5) completamente desenvolvidos séo células
alongadas, consistindo de uma cabeca achatada contendo o ndcleo e de uma cauda com o
aparelho necessario para a motilidade celular. O espermatozoide é todo recoberto pelo

plasmalema, ou membrana plasmatica. O acrossoma, ou capa acrossomal, é uma estrutura de



25

parede dupla situada entre a membrana plasmatica e a porcdo anterior da cabeca. O colo
conecta a cabeca do espermatozoide com a cauda (flagelo), que é subdividida em pegas
intermedidria, principal e terminal (GARNER; HAFEZ, 2004).

A condicdo morfologica das células espermaticas € uma reflexdo da
espermatogénese, a qual, se prejudicada, resulta na producdo anormal de células espermaticas.
Os chamados defeitos primarios ocorrem nos testiculos durante a espermatogénese e sdo
sempre defeitos maiores, afetando seriamente a fertilidade. J& defeitos que aparecem nos
espermatozoides apds a saida dos testiculos, sdo chamados de defeitos secundarios e sdo de
menor importancia, os defeitos menores (JUNIOR; FEITOSA, 2014). A producéo diaria de
espermatozoides no touro adulto é da ordem de 12 a 14 bilhdes de células (MARQUES
FILHO, 2006).

2.2 Biotecnologia do Sémen

Dentre as biotecnologias da reproducédo animal, a criopreservacédo é a ferramenta
que oferece vantagens para preservar a Vviabilidade espermatica por longos periodos
(OSORIO, 2006). A criopreservacdao de espermatozoides de mamifero € um processo
complexo que envolve equilibrar muitos fatores para obter resultados satisfatérios (PURDY,
2006). O protocolo de criopreservacdo é composto de etapas potencialmente prejudiciais,
primeiramente a mudanca na temperatura; seguida pelas tensdes osmoticas e toxicas
apresentadas por exposic¢ao a concentragdes molares de crioprotetores; e ainda, a formacao e
dissolucdo de cristais de gelo no meio extracelular (WATSON, 2000).

O processo de criopreservacdo representa uma interrupgéo artificial do progresso
do espermatozoide para a maturagdo pds-ejaculacdo e fertilizacdo (WATSON, 1995). Esta
manipulacdo requer que as amostras de espermatozoides sejam submetidas a refrigeracéo
moderada e controlada, visando preservar a sua funcdo, que é a fecundacéo do odcito apds o
restabelecimento da temperatura (HOLT, 2000).

Para que o espermatozoide fertilize o odcito, deve reter pelo menos quatro
atributos gerais ap0s congelacao/descongelacéo: a) Metabolismo para producédo de energia; b)
Motilidade progressiva; ¢) Enzimas, localizadas dentro do acrossoma, que sdo essenciais para
a penetracao do espermatozoide através das estruturas que cercam o o6cito; d) Proteinas sobre
a membrana plasmatica, importantes para a sobrevivéncia de um espermatozoide dentro do

trato reprodutivo feminino e para a fixacdo do espermatozoide na membrana plasmatica do
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odcito na fertilizacdo (AMANN; PICKETT, 1987).

No entanto, para assegurar 0 minimo de sucesso na criopreservagdo, ndo apenas a
composicdo do diluidor, a taxa de diluicdo e a curva de congelacdo/descongelacdo sao
importantes, como também o conhecimento da fisiologia espermatica da espécie em questdo
(MAIA, 2014).

2.2.1 Refrigeracéo

O espermatozoide de mamiferos & muito sensivel a refrigeracédo rapida, ou seja, da
temperatura ambiente até préximo ao ponto de congelacdo da &gua. O dano causado pela
reducdo da temperatura durante a refrigeracdo até 4 °C ou 5 °C é denominado choque térmico
e ocasiona perda irreversivel da viabilidade dos espermatozoides, pela rapida diminuicdo da
motilidade ou surgimento de padrdo anormal da mesma, que passa a ser circular ou retrograda
(LEITE et al., 2011).

O modelo mosaico da membrana é fluido, devido as interagcdes entre os lipidios e
as proteinas nao serem covalentes, permitindo que as moléculas individuais dos lipidios e das
proteinas se movam lateralmente no plano da membrana (BORGES et al., 2011). A
temperatura em torno de 5 °C, a agua intracelular permanece refrigerada, mas néo cristalizada
(OSORIO, 2006). Nesta faixa de temperatura ocorre a fase de transicdo da membrana
plasmaética que passa de uma fase liquida cristalina para o estado de gel (GRAHAM, 1996).

A diminuicdo da producdo de energia, que caracteriza movimento circular ou
perda prematura de motilidade espermatica, e aumento da permeabilidade da membrana estéo
associados a essas alteracfes da membrana plasmatica (WATSON, 1995). Entretanto este
efeito pode ser minimizado se controlar a taxa de refrigeracdo entre as temperaturas 19 °C e 8
°C e pela adicao de lipideos e lipoproteinas ao diluente visando maior prote¢cdo a membrana
da célula (GRAHAM, 1996).

Para minimizar os efeitos deletérios da criopreservacdo vém sendo testados,
através das décadas, inimeros diluentes e crioprotetores, além de aditivos para proteger as
células e fornecer substratos para sua manutengdo durante e apds a congelacdo (LEITE et al.,
2011).

2.3 Diluidor

Os ejaculados da maioria dos animais domesticos contem mais espermatozoides
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que o necessario para uma fecundacdo. Diluindo-se o sémen, ele pode ser utilizado para uma
série de inseminagdes (CASTELO et al., 2008).

Para recuperacdo e conservacdo da ceélula espermatica faz-se necessario o
emprego de um meio diluidor (MOTA FILHO et al., 2013). A composi¢do do meio diluidor é
de vital importancia para criopreservacdo do sémen e deve ser especifica para cada espécie
(CHIRINEA, 2004). Na criopreservacéo, sdo utilizadas substancias para proteger a estrutura
dos espermatozoides, como 0s agentes crioprotetores (OSORIO, 2006). Esses componentes
sdo classificados como penetrantes, quando exercem sua acdo crioprotetora dentro da célula,
ou ndo penetrantes, cuja atividade de crioprotecdo ocorre fora da célula ou na sua superficie
(BITTENCOURT et al., 2013).

Crioprotetor € a nomenclatura dada a qualquer substancia que ofereca,
temporariamente, energia, protecdo aos danos ocasionados pela reducdo de temperatura e
manutencdo de ambiente favoravel a sobrevivéncia da célula armazenada (PURDY, 2006).

Ao longo dos ultimos 65 anos, diluidores crioprotetores para 0 armazenamento de
espermatozoide foram revisados continuamente, mas os ingredientes basicos permanecem
inalterados, com gema de ovo e/ou leite e glicerol representando os compostos indispensaveis
de praticamente todos os meios utilizados para a preservacdo do espermatozoide de touro no
estado liquido ou congelado. Os diluidores utilizados para a diluicdo do sémen de touro sdo
tipicamente tampdes a base de gema de ovo e/ou de leite/leite desnatado - citrato/tampéo a
base de Tris com acUcares e antibioticos simples adicionados, com ou sem crioprotetores
penetrantes. Esses componentes fornecem uma capacidade tampéo aceitavel, osmolaridade e
energia sob a forma de substratos metabolizaveis, minimizando o crescimento bacteriano e
também protegem o espermatozoide das diminui¢des de temperatura (SATHE; SHIPLEY,
2014).

Por apresentarem caracteristicas crioprotetoras, a gema de ovo é comumente
utilizada nos diluidores de sémen para minimizar os efeitos deletérios do choque térmico
(CORADIN, 2011). A maior desvantagem do uso de diluentes a base de leite é a baixa
visibilidade do espermatozoide ao microscopio, tornando as avaliagdes pds-descongelagéo
mais dificeis. A gema de ovo em combinacdo com o TRIS e o citrato é a formulagdo mais
utilizada (LEITE et al., 2011).

Do ponto de vista criobiologico, os efeitos osmoticos das concentragdes molares
de crioprotetores podem resultar em danos & membrana, tanto durante a introducdo do
crioprotetor quanto na sua remocao, dependendo da permeabilidade da membrana celular ao
crioprotetor (WATSON, 1995).
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2.4 Frutose

O nome frutose é originario da palavra latina fructus, ja que as frutas sdo uma
importante fonte de frutose. Ela é considerada um agucar, sendo um composto sélido, incolor,
cristalino e soltvel em &gua. Como componente de frutas e outros vegetais, € ingerida
regularmente com a dieta. Também é sintetizada no organismo a partir da glicose, via sorbitol,
e esse processo se relaciona com a manutencao do equilibrio 6xido-redutivo (BARREIROS et
al., 2005).

Figura 6. Representacao da estrutura quimica da D-frutose
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Fonte: Nelson. Cox, Principios de bioquimica de Lehninger, 2014, p. 244.

A frutose € um monossacarideo (Figura 6), sendo composta por seis atomos de
carbono unidos em ligacGes covalentes simples, apresentando grupamentos hidroxila,
formados por hidrogénio e oxigénio e um grupamento carbonila, formado por ligacdo dupla
entre o carbono e o oxigénio (NELSON; COX, 2014).

A frutose é um componente essencial no metabolismo e motilidade dos
espermatozoides. Durante o periodo de formacdo e maturacdo dos gametas masculinos, a
glicose ¢é a principal fonte de energia durante o periodo de imobilidade. Na fase ativa de
motilidade, quando o metabolismo dos espermatozoides se torna anaerdbio, a frutose passa a
ser a principal fonte de energia (Figura 7) (PIVA; DONIDA, 1980).
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Figura 7. Metabolismo da frutose para gliceraldeido-3-fosfato para glicélise
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As secrecOes de vesiculas seminais sdo ricas em frutose (ROBERTS, 2010), sendo
o principal acucar do plasma seminal e estando presente no ejaculado de céo, carneiro, varrao,
touro e homem. O espermatozoide tem capacidade para realizar frutolise anaerdbica e
produzir lactato e energia, ainda aceita a glicose como substrato energético, porém a frutose
estd em maior quantidade no sémen, provavelmente para evitar que outras celulas possam
competir pelo substrato energético com os espermatozoides (GONZALEZ, 2002) e a
concentracdo de frutose dentro do plasma seminal serve como indicador para a fungdo das
vesiculas seminais (WEIDNER, 2011).

2.5 Aloe vera (Aloe barbadenses Miller)

A planta Aloe vera tem sido conhecida e usada ha séculos por suas propriedades
de saude, beleza, medicinas e cuidados com a pele. O nome Aloe vera deriva da palavra arabe
"Alloeh” que significa "substancia amarga brilhante”, enquanto "vera” em latim significa

"verdade". Ha 2000 anos, os cientistas gregos consideravam a Aloe vera universalmente como
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Panacea. Os egipcios chamaram Aloe de "a planta da imortalidade”. O nome botéanico de Aloe
vera € Aloe barbadensis Miller, sendo uma planta arbustiva ou arborescente, perene,
xerofitica, suculenta, de coloraco verde. Cresce principalmente nas regides secas da Africa,
Asia, Europa e América (SURJUSHE et al., 2008). A Tabela 1 mostra a classificacio
taxondmica da Aloe barbadenses Miller.

Tabela 1. Classificacdo taxonémica da Aloe barbadenses Miller

Classificacéo taxondmica

Reino Plantae
Sub-reino Tracheobionta
Super divisao Spermatophyta
Divisdo Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Subclasse Liliidae
Ordem Liliales
Familia Aloaceae
Género Aloe L.
Espécie Aloe barbadenses Miller

Fonte: Eloy (2012).

Apesar de sua aparéncia (Figura 8), a Aloe ndo é um cacto e cresce melhor quando
for fornecido um excesso de 50 cm de agua por ano e um ligeiro excesso de nitrogénio.
Devido ao seu sistema radicular bastante incomum, as Aloe exigem solos bem drenados e néo
toleram o preparo profundo (WALLER et al., 2004). O interior de suas folhas é constituido de
um tecido parenquimatoso (Figura 9) rico em polissacarideos, mucilagem, que lhe confere
uma consisténcia viscosa, semelhante a baba, de onde surgiu o nome de Babosa. Nessa
mucilagem ou gel encontram-se seus principios ativos, que sdo constituidos de tecidos
organicos, enzimas, vitaminas, sais minerais e aminodcidos, dentre os quais 18 s&o
importantissimos para 0 homem, e desses, sete pertencem aos oito néo sintetizados pelo nosso
organismo (BACH; LOPES, 2007).



Figura 8. Planta Aloe barbadensis Miller

Fonte: http://www.ceasacampinas.com.br/userfiles/babosa%20not.jpg.
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As Aloe contém derivados de antraquinona (10% a 40%), como aloina,

mucilagem (30%), substancias resinosas (16% a 63%) como aloesina e aloesona, acucares

(cerca de 25%), polissacarideos como acemannan e betamannan, acidos graxos e colesterol,

campesterol, B-sistosterol, glicoproteinas (aloctinas A e B), lectinas, uma substancia de tipo

giberelina, enzimas tais como ciclo-oxigenase e bradquininase, juntamente com outros

compostos como lupeol, acido salicilico, ureia, acido cinamico, fenol, enxofre, lactato de

magnésio, salicilatos e aminoacidos (MASCOLO et al., 2004).

Figura 9. Estruturas da folha de Aloe vera

Tecido Parenquimatoso

Camada Externa

Fonte: Autor (2017).
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O interesse no gel do parénquima centrou-se nas suas propriedades terapéuticas
bem conhecidas (REYNOLDS, 2004), sendo estudada pelas industrias alimenticia,
farmacéutica, cosmética e fitoterapica (BACH; LOPES, 2007) por conter mecanismos de a¢édo
ja conhecidos, como: propriedade de cura, efeitos na exposicdo da pele a radiacdo ultravioleta
(UV) e gama, acdo anti-inflamatéria, efeitos no sistema imunoldgico, efeitos laxantes,
atividade antiviral e antitumoral, efeito hidratante e antienvelhecimento, efeito antisséptico
(SURJUSHE et al., 2008), entre outros.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do diluidor a base de diferentes concentracdes de Aloe vera e

frutose na refrigeracdo de espermatozoides epididimarios de bovinos a 5 °C.

3.2 Objetivos Especificos

a) Mensurar a viscosidade do diluidor Tris-gema e dos diluidores contendo 5%, 10% e
20% de Aloe vera com diferentes concentragdes de frutose;

b) Observar a motilidade espermaética subjetiva de espermatozoides epididimarios de
bovino refrigerados a 5 °C, nos diluidores contendo 5%, 10% e 20% de Aloe vera com
diferentes concentracdes de frutose;

c) Examinar a funcionalidade da membrana plasmatica de espermatozoides epididimarios
de bovino refrigerados a 5 °C, nos diluidores contendo 5%, 10% e 20% de Aloe vera com
diferentes concentracdes de frutose;

d) Analisar a integridade da membrana plasmatica de espermatozoides epididimarios de
bovino refrigerados a 5 °C, nos diluidores contendo 5%, 10% e 20% de Aloe vera com

diferentes concentracgdes de frutose.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencéo do Extrato Bruto da Aloe vera

Para obtencdo do extrato bruto foram colhidas folhas de diferentes Aloe
barbadensis Miller com cinco dias sem regar para concentrar seus principios ativos. Realizou-
se a retirada da camada externa utilizando uma faca inox (Figura 10A; 10B) e, em seguida, a
extracdo do parénquima mucilaginoso da folha, com aspecto de gel incolor (Figura 10C). Em
seguida, foi filtrado com o auxilio de uma peneira inox e colocado em um recipiente Becker
para posteriores anélises e divisdo dos volumes a serem adicionados as solucdes especificas
(Figura 10D).

Fonte: Autor (2017).



35

4.2 Potencial hidrogeniénico (pH)

O pH foi mensurado com auxilio de fitas de pH (Merck, figura 11), sendo
analisado o grupo controle (Tris-gema) e os grupos com a adicdo da Aloe vera nas
temperaturas 5 °C e 37 °C. A mensuracdo foi realizada adicionando-se 50 pL de cada amostra

sobre as fitas e avaliar de acordo com a coloracgéo indicativa ofertada pelo fabricante na caixa.

Figura 11. Fitas para mensuracgdo do pH

Fonte: Autor (2017).

4.3 Determinacdo do Teor de Agucares Redutores

Para determinacdo dos agUcares redutores utilizou-se 0 método DNS (4cido 3,5-
dinitro salicilico), proposta por Miller (1959), baseado na reducdo do é&cido 3-amino-
5nitrosalicilico, em que ha a oxidacdo do grupo aldeido do acglcar a grupo carboxilico.

Figura 12. Determinacéo do teor de agUcares redutores presentes nos diluidores espermaticos

Fonte: Autor (2017).
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Foi realizada uma diluicdo de 1:1 do extrato bruto da Aloe vera e agua destilada e
previamente homogeneizada em um vortex (Warmnest, Araucaria). Posteriormente, metade
foi filtrada por uma membrana de esterilizagédo (0,22 um) e acondicionados em tubos Falcons
de 15 mL. A curva padrdo foi obtida pelo teste DNS, utilizando diferentes diluicbes da
solugéo de frutose e glicose a 1 g/L. Tomou-se 0,5 mL das solugdes e adicionou-se 2,5 mL do
reagente DNS, em triplicata. Os tubos foram aquecidos a 100 °C por dez minutos e
refrigerados em banho de gelo por cinco minutos. A cada tubo foram adicionados 3 mL de
agua destilada, homogeneizados e realizada a leitura em espectrofotdmetro (SPECTRO
VISION, Kleve) a 540 nm (Figura 13). A curva padrdo foi usada para transformar a leitura de
absorbancia em miligramas de acucares redutores por mililitro de solucdo e,
consequentemente, supor a concentracdo de acgUcares redutores por grama de amostra inicial
(mg ART/g amostra). Com os valores de absorbancia obtidos, foi construida a curva de

absorbancia versus concentragéo.

Figura 13. Espectrofotdmetro utilizado para mensuracdo dos niveis de agucares de diluidores
espermaticos

Fonte: Autor (2017).

4.4 Teste de Viscosidade (Ensaio Reoldgico)

As viscosidades dos diluidores a base de plantas de Aloe vera regadas e nao
regadas e do Tris-gema foram determinados através do rebmetro (Brookfield LVDVIII Ultra,
S&o Paulo; figura 14) localizado no Laboratorio de Petroleo do Centro de Tecnologia na
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Universidade Federal da Paraiba, Campus I. Quinhentos microlitros da amostra foram
colocados no recipiente do rebmetro e submetidos a um torque suficiente para manter a
rotacdo do spindle CP51 imerso na amostra nas temperaturas 10 °C e 37 °C. Foram obtidos 30
pontos de cada amostra e realizada a média da viscosidade dada em centipoise (cP). Este
estudo foi realizado para verificar a viscosidade dos diferentes diluidores a base de Aloe vera

e comparar com o diluidor mais utilizado (Tris-gema) em funcgéo da variagdo de temperatura.

Figura 14. Redmetro Brookfield LVDVIII Ultra

Fonte: Autor (2017).

4.5 Obtencéo dos Espermatozoides Epididimarios

Foram utilizados 26 complexos de testiculos/epididimos de bovinos sem raca
definida (Figura 15) obtidos em matadouros localizados na cidade de Jodo Pessoa-Paraiba
(07° 05' 00" S 34° 50' 00" O). Apobs o abate, o complexo testiculo-epididimo foi separado,
armazenado e encaminhado ao laboratorio de Biotecnologia de Reproducdo Animal da
Universidade Federal da Paraiba, Campus I. No laboratério, o epididimo e o ducto deferente
foram separados do testiculo, amarrados com um barbante para ndo extravasar o conteido da
cauda do epididimo e foram posteriormente isolados. Os espermatozoides foram recuperados
pela técnica de flutuacdo, através do fatiamento da cauda do epididimo e em seguida sua
imersdo em 2,0 mL de solucdo fisioldgica estéril, aquecida a 37 °C (Figura 16). Os
espermatozoides recuperados foram avaliados e o0s aprovados segundo os critérios de

percentual de células mdveis, acima de 50%, e homogeneizados para a formagao do pool.
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Figura 15. Complexo testiculo/epididimo de bovinos previamente abatidos para consumo
humano

ARy

Fonte: Rique, 2017.

4.6 Delineamento Experimental

Apos formacdo do pool, realizou-se a avaliacdo da motilidade subjetiva. Amostras
com motilidade minima de 50% foram utilizadas neste estudo. Todos os grupos foram
diluidos em TRIS (3,605g Tris; 2,024g &cido citrico; 1,488g ou 2,976g de frutose; 100 mL de
agua bidestilada) para a formacéo dos diferentes grupos experimentais:

v" GC (Grupo controle): TRIS com 1,488g de frutose + 20% de gema de ovo;

v' G5: TRIS com 1,488g de frutose + 5% do extrato bruto de AV ndo regadas;

v/ G10: TRIS com 1,488g de frutose + 10% do extrato bruto de AV néo regadas;
v' G20: TRIS com 1,488g de frutose + 20% do extrato bruto de AV néo regadas;
v" GF5: TRIS com 2,976¢ de frutose + 5% do extrato bruto de AV ndo regadas;
v' GF10: TRIS com 2,976g de frutose + 10% do extrato bruto de AV ndo regadas;
v' GF20: TRIS com 2,976g de frutose + 20% do extrato bruto de AV néo regadas.
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Figura 16. Recuperacédo dos espermatozoides epididimarios por técnica de flutuacéo

Fonte: Rique, 2017.

A diluicdo média final foi de 20 x 10° espermatozoides/mL. Posteriormente, os
grupos foram acondicionados em tubos plasticos de 1,5 mL e submetidos a curva de
refrigeracdo por 2 horas, até alcancar 5 °C. Em seguida, aliquotas de 10 pL de cada grupo
foram utilizadas para avaliacdo subjetiva de motilidade e teste hiposmotico (HOST) e 25 pL
foi utilizado para a avaliagdo com o corante Eosina-Nigrosina (EN) nos momentos imediatos
de diluicdo e ao alcangar 5 °C.

O experimento foi realizado trés vezes e as avaliagbes foram realizadas em
duplicata. Em todas as repeticdes foi realizada avaliagdo da morfologia espermatica a fim de
subtrair a porcentagem de espermatozoides com cauda enrolada dos resultados obtidos na
avaliacdo de funcionalidade de membrana plasmatica.

4.7 Analise Espermatica

4.7.1 Motilidade espermatica

A motilidade foi realizada por avaliacdo subjetiva expressa em porcentagem (O-
100%), sendo realizada em microscopio éptico (Quimis, Sdo Paulo), objetiva de 40x, sendo
usada uma aliquota (10 pL) da amostra entre lamina e a laminula. A avaliacdo da motilidade
foi expressa em porcentagem, com variacdo de 0-100%, considerando a média de trés
avaliadores (CBRA, 2013).
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4.7.2 Teste de integridade da membrana plasmatica

Para este teste foi empregada dupla coloragédo (Figura 17) com os corantes eosina
e nigrosina (CBRA, 2013). Para esta tecnica foram diluidos 25 pL de cada grupo
experimental em solucdo contendo 50 pL do corante e 25 pL de solucéo fisiologica. Apos a
diluicdo, foi realizado o estiraco com 10 pL de cada amostra e contadas 200 células,
determinando-se a proporcdo entre células coradas e ndo coradas (células mortas e vivas,
respectivamente) em microscopio de campo claro em aumento de 40x (MURGAS et al.,
2002).

Figura 17. Dupla coloracéo Eosina-Nigrosina para anélise de integridade de membrana
lasmatica espermatica

Fonte: http://www.cvsanfernando.com/wp-content/uploads/criadero2.jpg

4.7.3 Teste de funcionalidade da membrana plasmatica

O teste hiposmdtico (HOST) visa avaliar a funcionalidade da membrana
plasmatica baseando-se nas propriedades da manutencdo do equilibrio osmotico entre o
ambiente intra e extracelular (CBRA, 2013). Foram utilizados 10 uL de cada grupo diluido
em 100 pL de solugdo hiposmética (50 mOsm/Kg H20), composta por citrato de sodio e agua
destilada. A solugdo foi incubada a 37 °C por 30 minutos. Apds a incubagéo foram colocados
50 uL de solucdo formol-salina para parar a reacdo osmdtica dos espermatozoides. O HOST
foi avaliado colocando 10 pyL de sémen com solucdo entre lamina e laminula e observado
através de microscopia Otica com aumento de 40x. Foram contadas 200 células, considerando
funcionais aquelas com cauda enrolada e ndo-funcionais aquelas que permaneceram com a
cauda esticada (Figura 18) (FAGUNDES et al., 2010).
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Figura 18. Teste de funcionalidade da membrana plasmatica de espermatozoides
epididimarios bovinos

Fonte: http://www.serida.org/publicacionesdetalle.php?id=01495

4.7.4 Morfologia espermatica

Nesta avaliacdo utilizou-se o método da Camara Umida (CBRA, 2013), onde 10
puL do pool foram diluidos em uma solucdo de formol-salina (1:10). Foram contadas 100
células em microscépio ético (40x). Este teste foi realizado para contabilizar as anormalidades
morfoldgicas presentes (Figura 19), assim como para diminuir as alteragfes prévias presentes

na cauda em relacéo ao teste de funcionalidade da membrana (MELO et al., 2005).

Figura 19. Anormalidades morfoldgicas de espermatozoides

ESPERMATOZOIDE NORMAL DEFEITOS DE CABECA

COM MEDIDAS 1-Fusiforme 2 - Piriforme 3 - Cabega Redonda 4 - Cabega Amorfa 5 -\ 6- i 7 - Mi ali
K_H /—%
Cabega 2,5 a 3,5m PO
h;
Cabega
50a6,0m
L e DEFEITOS DE PECA INTERMEDIARIA DEFEITOS DE CAUDA

1-Pega 2-Insercdo  3-Pega 4-Pega 5 - Excesso
Dobrada Andmala Grossa Fina de Citoplasma 1- Cauda 2- Cauda 3 - Cauda
Cauda Residual Curta Dobrada Enrolada

REMRARERR A

Fonte: http://www.androfert.com.br/img/Image/Morfologia%20Espermatoz%C3%B3ides.jpg

4.8 Analise Estatistica

Os dados foram avaliados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para testar a
normalidade dos dados. Para comparacOes entre os tempos do mesmo tratamento e
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comparacg0es entre os tratamentos em um mesmo tempo foi utilizado o teste ANOVA, seguida
do pods-teste de Tukey (p<0,05) pelo software da IBM, SPSS Statistics (versdo 18.0 para
Windows).

4.9 Teste de Crescimento Microbioldgico

Para realizacdo dos ensaios microbiologicos foi preparado o meio de crescimento
BDA (batata, dextrose, agar). A batata é usada como fonte de nutrientes, a dextrose como
fonte de acUcar simples e o &gar para solidificar o meio. A tabela 2 mostra os componentes

utilizados para um litro de meio de crescimento.

Tabela 2. Composicdo do meio BDA

Composicao g/L
Batata inglesa 2009
Dextrose 20g
Agar 209

As batatas foram lavadas, descascadas, cortadas em fatias finas e cozinhadas em
0,5 litro de agua destilada por cerca de 40 minutos até ficarem bem cozinhadas. Apés isso, 0
caldo foi filtrado, acrescentada a dextrose, o &gar e em seguida, autoclavado (Figura 20).

Em seguida o caldo foi aquecido em micro-ondas e distribuido em placas de Petri
estéreis, completando-as até sua metade e deixadas em camara de fluxo laminar até a

solubilizacéo (Figura 21).

Figura 20. Caldo de crescimento microbiano
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Apo6s a solubilizacdo foram retiradas aliquotas de 50 pL de cada grupo
experimental e adicionado nas diferentes placas contendo meio de cultura, espalhando o
liquido com auxilio de swab estéril. Feito isso, as placas foram fechadas e armazenadas em
estufa a 37 °C por 24 horas. Por fim, as placas foram analisadas através da contagem de UFC

(unidade formadora de colnia).

Figura 21. Placas contendo meio de crescimento BDA

Fonte: Autor (2017).
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5 RESULTADOS

5.1 Potencial hidrogenionico (pH)

Observa-se na Tabela 3 os resultados da mensuracdo do potencial hidrogenidnico
do diluidor padrdo, a base de tris e gema de ovo, e dos diluidores tris com diferentes
concentracdes de Aloe vera e frutose. Nota-se que ndo houve variacdo entre o grupo padréo e
0s grupos com o diluidor com diferentes concentracbes de Aloe vera e frutose
independentemente da temperatura.

Tabela 3. Valores de pH dos diferentes diluidores nas temperaturas 5 °C e 37 °C

Grupos pH
5°C 37°C

Tris-Gema 6,5 6,5

5% Aloe vera + 1488g frutose 6,5 6,5

10% Aloe vera + 1488g frutose 6,5 6,5
20% Aloe vera + 1488g frutose 6,5 6,5
5% Aloe vera + 2,976¢ frutose 6,5 6,5
10% Aloe vera + 2,976¢ frutose 6,5 6,5
20% Aloe vera + 2,976g frutose 6,5 6,5

5.2 Determinacéo do Teor de AcUcares Redutores

A figura 22 mostra a média dos acucares redutores do extrato bruto da Aloe vera
ndo filtrado e filtrado, onde nota-se diminuicdo dos agucares (glicose e frutose) apds a
filtracdo dos extratos.

Figura 22. Quantidade de agucares redutores (glicose e frutose) presentes no extrato da Aloe
vera bruto e filtrado

Concentracio de acicares redutores no extrato
bruto da Aloe vera

0.21
0.205
0.2
0.195
0,19
0.185
0,18
0.175
0.17
0,41 0.42 0.43 0.44 0,45 0.46 0.47 0.48 0,49

Absorbéancia (nm)

Concentragdo de Frutose(g/L)

Aloe vera Aloe vera filtrada
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5.3 Teste de Viscosidade

Os valores referentes a viscosidade dos diferentes diluidores estdo expressos na
forma de média e desvio padrdo, analisados na Tabela 4 e Tabela 5. Pode-se observar que
independente do diluidor, a viscosidade aumentou com a reducdo da temperatura.

Em plantas mais regadas (Tabela 4), o grupo contendo 20% de Aloe vera (G20) na
composicdo mostrou-se mais viscosa (P<0,001) do que os demais grupos, obtendo a maior
viscosidade a 10 °C. Em contrapartida, os grupos com as menores quantidades de Aloe vera
(G5, G10, GF5 e GF10) mostraram-se menos viscosos (P<0,001), comparados com 0s grupos
nas maiores concentracdes de Aloe vera (G20 e GF20) e o grupo Tris-gema (GC),

independentemente da temperatura.

Tabela 4. Valores da viscosidade do diluidor padrdo (Tris-gema) e dos diluidores com
diferentes concentracdes do extrato da planta Aloe vera regada e frutose nas temperaturas 10
°Ce37°C

Viscosidade Aloe vera regada (cP)
Grupos
T10 T37
GC 3,00+0,33Ab 1,67+0,20Ba
G5 2,34+0,18Ac 0,83+0,17Bb
G10 2,12+0,18Ac 0,89+0,19Bb
G20 3,62+0,42Aa 1,34+0,23Ba
GF5 2,77+0,56Ac 0,99+0,24Ab
GF10 1,52+0,08Ac 0,72+0,21Ab
GF20 2,78+0,23Ab 1,39+0,36Ba

GC= Grupo Controle; G5=Grupo 5% (5% de Aloe vera + 1,488g frutose); G10=Grupo 10% (10% de Aloe vera + 1,488g
frutose); G20=Grupo 20% (20% de Aloe vera + 1,488g frutose); GF5=Grupo 5% (5% de Aloe vera + 2,976g frutose);
GF10=Grupo 10% (10% de Aloe vera + 2,976g frutose); GF20=Grupo 20% (20% de Aloe vera + 2,976g frutose). T10=10
°C; T37=37 °C. Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca entre os tempos de avaliacdo. Letras
minasculas na mesma coluna indicam diferenca entre 0s grupos.

Nas plantas ndo regadas (Tabela 5), nota-se que 0S grupos com as menores
guantidades de Aloe vera (G5, G10, GF5 e GF10) mostraram menor (P<0,05) viscosidade
quando comparados aos grupos nas maiores concentracoes de Aloe vera (G20 e GF20), assim
como observado em plantas mais regadas (Tabela 4). Entretanto, os grupos com a adi¢cdo de
2,976g de frutose mostraram menor (P<0,05) viscosidade em comparagdo com 0S grupos com

a adicdo de 1,488g de frutose.
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Tabela 5. Valores da viscosidade do diluidor padrdo (Tris-gema) e dos diluidores com
diferentes concentracdes do extrato da planta Aloe vera sem regar e frutose nas temperaturas
10 °C e 37 °C.

Viscosidade Aloe vera ndo regada (cP)
Grupos
T10 T37
GC 3,00+0,33A¢ 1,67+0,205
G5 3,64+0,147° 0,78+0,165°
G10 2,57+0,57% 0,91+0,11B°
G20 5,54+1,96% 1,08+0,185
GF5 1,47+0,094 0,64+0,148¢
GF10 1,67+0,07A9 0,77+0,13Bd
GF20 4,56+2,23"° 0,97+0,155¢

GC= Grupo Controle; G5=Grupo 5% (5% de Aloe vera + 1,488¢ frutose); G10=Grupo 10% (10% de Aloe vera +
1,488g frutose); G20=Grupo 20% (20% de Aloe vera + 1,488g frutose); GF5=Grupo 5% (5% de Aloe vera +
2,976g frutose); GF10=Grupo 10% (10% de Aloe vera + 2,976¢ frutose); GF20=Grupo 20% (20% de Aloe vera
+ 2,9769 frutose). T10=10 °C; T37=37 °C. Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga entre
0s tempos de avalia¢do. Letras minusculas na mesma coluna indicam diferenca entre 0s grupos.

5.4 Analises espermaticas

5.4.1 Motilidade Espermatica

Os resultados de motilidade foram expressos na forma de média e desvio padrédo e
estdo expostos na tabela 6. Foi observada diferenca (P<0,001) entre os grupos com diferentes
concentracdes de Aloe vera em comparacdo ao GC, mostrando reducdo nos parametros

cinéticos. Porém ndo foi observado diferenca (P>0,05) entre os tempos de avaliacao.

Tabela 6. Porcentual (média + desvio padrdo) de motilidade total subjetiva de
espermatozoides epididimarios de bovinos refrigerados com diferentes concentracdes de Aloe
vera e frutose

Motilidade Total (%0)
Grupos
TO T2

GC 57,505,242 54,17+9,70?

G5 17,50+9,35P 6,67+2,58°
G10 18,33+10,80° 11,1645,31°
G20 10,83+2,04° 5,83+3,76°
GF5 10,0045,48" 8,33+4,08°
GF10 10,33+7,53° 10,83+6,65"
GF20 8,83+6,18° 3,83+2,04°

GC= Grupo Controle; G5=Grupo 5% (5% de Aloe vera + 1,488g frutose); G10=Grupo 10% (10% de Aloe vera +
1,488g frutose); G20=Grupo 20% (20% de Aloe vera + 1,488g frutose); GF5=Grupo 5% (5% de Aloe vera + 2,976g
frutose); GF10=Grupo 10% (10% de Aloe vera + 2,9769 frutose); GF20=Grupo 20% (20% de Aloe vera + 2,9769
frutose). TO=Momento de avaliacdo ap6s a formacgdo dos grupos em temperatura ambiente; T2 (5 °C) =Momento de
avaliagdo 0 hora ap6s atingir a temperatura 5 °C. Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenga entre
os tempos de avaliagdo. Letras mindsculas na mesma coluna indicam diferenga entre os grupos.

5.4.2 Teste de Integridade da Membrana Plasmatica

Ao analisar a integridade de membrana plasmatica de espermatozoides
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submetidos a refrigeracdo (Tabela 7), o percentual de espermatozoides com membranas
integras se manteve estavel (P>0,05), mostrando que os grupos com a Aloe vera e diferentes
concentracdes de frutose foram capazes de preservar a estrutura da membrana plasmatica,

como o tris-gema, diluidor universalmente utilizado na refrigeracdo de sémen bovino.

Tabela 7. Porcentual (média + desvio padrdo) de integridade da membrana plasmatica de
espermatozoides epididimérios de bovinos refrigerados com diferentes concentracdes de Aloe
vera e frutose

Membrana Plasmaética Integras (%0)
Grupos
TO T2
GC 84,40+7,68 79,90+7,49
G5 87,70+7,56 83,70+4,96
G10 82,70+9,23 82,00+4,62
G20 88,60+6,80 80,60+6,40
GF5 87,10+7,17 86,20+5,12
GF10 87,30+2,86 84,10+4,08
GF20 81,10+6,34 83,60+2,88

GC= Grupo Controle; G5=Grupo 5% (5% de Aloe vera + 1,488g frutose); G10=Grupo 10% (10% de Aloe vera +
1,488g frutose); G20=Grupo 20% (20% de Aloe vera + 1,488g frutose); GF5=Grupo 5% (5% de Aloe vera +
2,976g frutose); GF10=Grupo 10% (10% de Aloe vera + 2,976¢ frutose); GF20=Grupo 20% (20% de Aloe vera
+ 2,9769 frutose). TO=Momento de avaliagdo apds a formacdo dos grupos em temperatura ambiente; T2 (5 °C)
=Momento de avaliagéo 0 hora apds atingir a temperatura 5 °C.

5.4.3 Teste de Funcionalidade da Membrana Plasmatica

Assim como observado nos dados de integridade de membrana (Tabela 7), na
avaliacdo de funcionalidade de membrana (Tabela 8), o percentual de espermatozoides com
membranas integras se manteve estavel (P>0,05), independente do diluidor e do tempo.

Tabela 8. Porcentual (média + desvio padrdo) de funcionalidade da membrana plasmatica de
espermatozoides epididimarios de bovinos refrigerados com diferentes concentracdes de Aloe
vera e frutose

Membrana Plasmatica Funcional (%)
Grupos
TO T2
GC 75,00+£12,18 69,08+11,92
G5 64,50+14,43 60,25+11,67
G10 63,75+17,30 56,83+7,79
G20 60,75+16,11 66,41+11,67
GF5 63,91+7,51 57,91+2,35
GF10 55,33+12,32 57,41+£9,71
GF20 62,41+11,67 55,41+10,59

GC= Grupo Controle; G5=Grupo 5% (5% de Aloe vera + 1,488g frutose); G10=Grupo 10% (10% de Aloe vera + 1,488g
frutose); G20=Grupo 20% (20% de Aloe vera + 1,488g frutose); GF5=Grupo 5% (5% de Aloe vera + 2,976g frutose);
GF10=Grupo 10% (10% de Aloe vera + 2,976g frutose); GF20=Grupo 20% (20% de Aloe vera + 2,976g frutose).
TO0=Momento de avaliacdo ap6s a formagao dos grupos em temperatura ambiente; T2 (5 °C) =Momento de avaliagdo Oh apés
atingir a temperatura 5 °C.
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5.5 Teste de crescimento microbiol6gico

Os resultados referentes a tabela 9 mostram a quantidade de col6nias formadas ao
decorrer de 24h a 37 °C. O grupo 5% de Aloe vera com 2,976¢g de frutose (GF5; Figura 23E)
apresentou efeito antibiotico igual ao diluidor padrdo (GC; Figura 23A) com adicdo de
antibiotico. Também, observa-se que o grupo com 10% de Aloe vera (G10; Figura 23C)
obteve um efeito préximo ao GC, mostrando acdo antibidtica, enquanto no grupo com 20% de
Aloe vera (G20; Figura 23D) néo foi observado crescimento apos 72 h de refrigeracéo.

Ainda, observa-se maior presenca de micro-organismos nos grupos 10% de Aloe
vera com 2,976g de frutose (GF10; Figura 23F) e 20% de Aloe vera com 2,976g de frutose
(GF20; Figura 23G).

Tabela 9. Efeito antimicrobioldgico de diferentes concentracfes de Aloe vera e frutose

Unidades Formadoras de Colonias por mililitros (UFC/mL)
Grupos T48 T72
GC 160 40
G5 60 400
G10 60 60
G20 140 0
GF5 40 40
GF10 640 160
GF20 160 220

GC= Grupo Controle; G5=Grupo 5% (5% de Aloe vera + 1,488g frutose); G10=Grupo 10% (10% de Aloe vera + 1,488g
frutose); G20=Grupo 20% (20% de Aloe vera + 1,488g frutose); GF5=Grupo 5% (5% de Aloe vera + 2,976g frutose);
GF10=Grupo 10% (10% de Aloe vera + 2,976g frutose); GF20=Grupo 20% (20% de Aloe vera + 2,976g frutose). T48=
Refrigeragdo dos diluidores a 5 °C por 48 horas; T72=Refrigeracdo dos diluidores a 5 °C por 72 horas.

Figura 23. Placas de Petri contendo o meio BDA e os diluidores refrigerados por 48h e 72h,
colocados em estufa a 37 °C por 24h
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(A) GC=Grupo Controle; (B) G5=Grupo 5% (5% de Aloe vera + 1,488g frutose); (C) G10=Grupo 10% (10% de Aloe
vera + 1,488g frutose); (D) G20=Grupo 20% (20% de Aloe vera + 1,488g frutose); (E) GF5=Grupo 5% (5% de Aloe
vera + 2,976g frutose); (F) GF10=Grupo 10% (10% de Aloe vera + 2,9769 frutose); (G) GF20=Grupo 20% (20% de
Aloe vera + 2976g frutose). T48 (Esquerda)=Refrigeracdo dos diluidores a 5 °C por 48 horas; T72
(Direita)=Refrigeracéo dos diluidores & 5 °C por 72 horas.
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6 DISCUSSAO

Como observado nos resultados do potencial hidrogenionico, os diluidores Tris com
diferentes concentracdes de Aloe vera conseguiram manter o pH 6,5, também observado no
grupo com diluidor tris-gema, tornando aceitdvel para o espermatozoide nas diferentes
temperaturas de refrigeracéo.

A congelacdo dos espermatozoides deve ocorrer na presenca de diluidores,
adicionados de substancias crioprotetoras que tém como funcdo minimizar os danos causados
pelo choque térmico, manter o pH e a osmolaridade adequada (WOLFE; BRYANT, 2001).
Os sistemas tampOes devem ser um dos constituintes dos diluidores, para que 0s ions
hidrogénio produzidos pelo metabolismo dos espermatozoides sejam neutralizados, fazendo
com que o pH da solucédo seja mantido préximo a neutralidade (6,8 a 7,1), pH 6timo para os
espermatozoides. Os meios tampdes mais utilizados nos diluentes para sémen de bovinos sdo
o citrato e o Tris (BORGES, 2003). Devido a Aloe vera conseguir manter o pH aceitavel para
criopreservacdo, permanecendo na média do crioprotetor comumente utilizado, torna os
diluidores acrescidos com o extrato da Aloe vera uma alternativa promissora como substituto
de diluidores de origem animal.

Na avaliagdo da viscosidade, plantas que foram mais irrigadas apresentam uma
viscosidade menor em comparagdo com plantas ndo irrigadas. Também pode-se observar um
aumento consideravel da viscosidade com a diminuicdo da temperatura, principalmente nos
grupos com a maior concentracdo do extrato da Aloe vera.

O interior das folhas da Aloe vera é constituido por um tecido parenquimatico rico em
polissacarideos, que lhe confere uma consisténcia viscosa (BACH; LOPES, 2007). Os niveis
de polissacarideos sdo menores nas plantas bem irrigadas. O processamento das folhas
também deve ser feito logo apos a colheita, pois o gel oxida rapidamente quando entra em
contato com o ar (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2011), apresentando uma coloragio
amarelada.

Além disso, a viscosidade de um liquido € uma resposta das forcas intermoleculares
que restringem o movimento molecular. Essas forcas dependem dos espagamentos
intermoleculares que determinam o volume livre e sdo afetados pelas mudancas na
temperatura e na pressdio (HOLDSWORTH, 1971). Essas informag6es corroboram com 0s
resultados mostrados. Apesar da viscosidade aparentemente mais alta na maioria dos grupos
contendo a Aloe vera do que no grupo controle, os grupos com a presenca do extrato da Aloe

vera apresentam uma viscosidade préxima do grupo controle, proporcionando um ambiente
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proximo ao diluidor tris-gema.

Verificou-se diminuicdo da motilidade nos grupos tratados com a Aloe vera. A
motilidade € uma caracteristica importante para a célula espermatica, pois esta deve ser capaz
de se locomover até o sitio da fertilizacdo (KASTELIC et al., 1997). Vérios fatores do meio
de criopreservacdo podem prejudicar a motilidade, um desses fatores € a viscosidade (HIRAI
et al., 1997). Gastal (2012), em seu trabalho com xantana para congelagdo de sémen ovino,
observou uma queda da motilidade e atribuiu essa diminuicdo a acdo de viscosidade que a
Xantana produziu nas solucdes. Em estudos com a adi¢cdo da Aloe vera, Lima et al. (2013)
observaram uma queda da motilidade contendo 10% de extrato bruto da Aloe vera.

As propriedades reoldgicas do sémen de algumas espécies como humano (OWEN;
KATZ, 2005), suino (CORCINI et al., 2011) e equino (FILHO et al., 1999) mudam
radicalmente apds a ejaculacdo, onde o ejaculado primeiramente € liquido, mas rapidamente
se coagula em um material gelatinoso para posteriormente se liquefazer. Esta liquefacao
ocorre durante um periodo de 5 minutos in vivo, mas pode demorar entre 20 a 30 minutos in
vitro (OWEN; KATZ, 2005), apresentando comportamento pseudoplastico, onde a
viscosidade aparente decresce com o aumento da taxa de deformacdo (HOLDSWORTH,
1971). O extrato da Aloe vera mostra um comportamento pseudoplastico, devido a presenca
de mananas no gel (YARON, 1993) que sdo polissacarideos de armazenamento (YAWEI et
al., 2004). Provavelmente o comportamento do extrato da Aloe vera esta ligado a fraca rede
de estrutura fibrosa de polissacarideos presente no Aloe vera (LAD; MURTHY, 2013).

A diminuicdo da motilidade observada neste experimento pode ser atribuida a acédo da
viscosidade que o extrato da Aloe vera ndo regada apresentou em baixas temperaturas
associada a gotas citoplasméaticas comumente encontrada nos espermatozoides oriundos do
epididimo (SAVI et al., 2015), que pode dificultar a motilidade. Devido a esses fatores, pode-
se ter esgotado as fontes energéticas do espermatozoide, potencializando a diminuigdo da
motilidade.

Porém, como observado nos resultados de integridade e funcionalidade da membrana
plasmética, ndo houve alteracGes nesses parametros, indicando que 0s grupos com a presenca
do extrato da Aloe vera conseguiram manter a funcionalidade e integridade da membrana
plasmatica dessas celulas, resultado que também ¢é observado nos grupos contendo tris-gema.

Antioxidantes sdo utilizados em espermatozoides submetidos a criopreservacdo por
estes garantirem a protecdo da estrutura das membranas bioldgicas de células de
espermatozoides durante o processo de conservacao pelo frio (TUNCER et al., 2011). Desta

forma, a adicdo de substancias antioxidantes, que sdo qualquer substancia que retarde,
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previna, regule, iniba e/ou elimine, de forma direta ou indireta, 0os danos ou agentes
oxidativos, podem contribuir para a sobrevivéncia das células esperméticas durante a
criopreservacdo (FARRAS, 2015). Quimicamente, a Aloe vera é caracterizada pela presenca
de compostos fendlicos de grande poder antioxidante (VERA et al., 2005). Essa composi¢do
rica da Aloe vera pode ter garantido a protecdo da membrana plasmatica, mantendo os
parametros, sendo uma das caracteristicas indispensaveis para um bom crioprotetor.

Segundo Melo (2010), a substituicdo da gema de ovo presente no diluidor auxilia na
reducdo dos eventuais problemas de contaminacéo e disseminacdo de doengas por esta ser um
produto de origem animal. Para isso tém-se buscado substancias de origem vegetal, que
possam conferir protecdo semelhante ou superior ao sémen, quando comparados com outros
crioprotetores. Esta afirmacdo é comprovada nos testes de integridade e funcionalidade da
célula espermatica realizados neste estudo, uma vez que a Aloe vera foi capaz de manter estes
parametros similares ao diluidor padréo para refrigeracéo de sémen.

Né&o foi observado um crescimento microbioldgico no grupo 5% de Aloe vera com
2,976g de frutose, apresentando efeito antibidtico igual ao diluidor padrdo com adicdo de
antibidtico, como também o grupo com 10% de Aloe vera obteve um efeito préximo ao GC,
demonstrando acdo antibidtica, enquanto no grupo com 20% de Aloe vera nédo foi observado
crescimento ap0s 72 horas de refrigeracéo.

A Aloe vera possui amplo espectro antimicrobiano atuando em fungos, virus e em
bactérias Gram positivas e Gram negativas (FREITAS et al., 2014). O mecanismo das
propriedades antimicrobianas de aloés ndo estad bem estabelecido, mas a saponina, um dos
produtos quimicos do Aloe, € indicada por essas acGes (OBENG et al., 2004). Além disso,
outros compostos como antraquinonas e acemanas atuam como agentes antibacterianos
(BARRETO et al., 2005). Essa caracteristica da Aloe vera, de ter em sua composi¢do agentes
antimicrobianos, torna o extrato da planta um composto menos propicio a contaminagdo para
producéo de diluidor para criopreservacao.

Estudos estruturais sobre polissacarideos de gel de Aloe vera mostraram que o gel é
composto por pelo menos quatro glucomananas parcialmente acetilados, sendo polimeros
lineares sem ramificacdo e com 1,4 ligagdes glicosidicas com glicose e manose na propor¢éo
de 1:2:8 (AHLAWAT; KHATKAR, 2011). Quando dissolvido, a manana isolada da polpa
fresca produz uma solucdo muito viscosa (YAWEI et al., 2004).

Como observado neste estudo, o extrato da Aloe vera pode ser uma alternativa para
composic¢do de diluidores de origem vegetal, porém ha a necessidade de pesquisas para que

sejam realizados ajustes na composicdo do diluente em estudo. O controle da irrigagdo
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poderia auxiliar na padronizacdo da composi¢do do gel (YARON, 1993), também a selecdo de
plantas entre quatro a cinco anos de idade e folhas mais baixas, que geralmente séo as mais
antigas e as mais ricas em principios ativos (MOLEZZI; ALBEDANO, 2002). Outros
estudos apontam o pré-tratamento do gel para a diminui¢do da viscosidade. Gowda et al.
(1979) observaram que o tratamento alcalino do glucomanana acetilado faz com que o
manana se torne insollvel e perca a capacidade de formar uma solucdo viscosa, pois uma vez
extraidos da planta, suas caracteristicas viscosas se degradam rapidamente (AHLAWAT,;

KHATKAR, 2011), mostrando que é possivel reduzir a viscosidade do extrato.



55
7 CONSIDERACOES FINAIS

O extrato de Aloe vera é uma alternativa para a demanda de diluidores provenientes de
origem vegetal, pois apesar de se obter resultados inferiores de motilidade total dos
espermatozoides nos grupos com o diluidor a base de Aloe vera em comparacdo ao diluidor
tris-gema, a integridade e a funcionalidade da membrana plasmatica dos espermatozoides

foram preservadas.

Assim, ha a necessidade de novas pesquisas para que se possam realizar ajustes na
composicdo do diluente em estudo, como formas para melhorar o0 comportamento reoldgico
do fluido e a caracterizacdo do extrato. Com isso ha a possibilidade de se conseguir um
extrato padronizado, que possa efetivamente substituir os diluidores a base de produtos de

origem animal.
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Aloe vera

Andrdgenos
Centrifugacao

Crioprotetor

Ejaculado
Epididimario
Extrato
Fertilizacao

Forcas Intermoleculares

Frutose
Gonacitos
Haploide
Liquefacéo

Monossacarideo
Motilidade
Osmolaridade
Parenquimatico
Permeabilidade

Polissacarideo
Pseudoplastico

Reologia

Viscosidade
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GLOSSARIO

Planta suculenta constituida no interior das folhas por um tecido
parenquimatoso

Hormonios esteroides da classe dos horménios sexuais masculinos
Separacao pela for¢a centrifuga

Qualquer substancia que ofereca energia, protecdo aos danos
ocasionados pela reducdo de temperatura e manutencdo de
ambiente favoravel a sobrevivéncia da célula armazenada

Flexdo de ejacular. Libera o sémen em um ato sexual.
Provenientes do epididimo

Substéncia soluvel e concentrada que se extraiu de uma planta
Consiste na juncdo de gametas que originam o zigoto

Diferentes formas de interacdo (aproximacdo) entre moléculas
formadas por ligagdes covalentes

AcuUcar presente nas frutas
Célula reprodutora masculina inicial
Possui n cromossomo (metade de um ovo fecundado)

Transicdo de uma substancia que se encontra no estado gasoso ou
s6lido para o estado liquido

Carboidratos simples com apenas uma molécula de agucar
Competéncia para se mover; mobilidade

Numero de particulas de soluto contidas num volume
Relativo ao parénguima; Parenquimatoso

Qualidade dos corpos que se deixam atravessar

Compostos por grande quantidade de moléculas de

monossacarideos (agucares simples)

Fluido ndo-newtoniano onde a viscosidade diminui
aumento da tensao de corte (ou de cisalhamento)

com O

Estudo das deformacdes e escoamentos das matérias

Propriedade fisica que caracteriza a resisténcia de um fluido ao
escoamento
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ANEXO | - PREPARACAO DOS DILUIDORES

Preparagdo para 100 mL de Tris

COMPONENTES QUANTIDADE
Tris 3,605¢

Acido citrico 2,0249

Frutose 1,488¢g

Agua bidestilada 100 mL
Preparacdo para 100 mL de Tris Teste

COMPONENTES QUANTIDADE
Tris 3,605¢

Acido citrico 2,024g

Frutose 2,9769

Agua bidestilada 100 mL
Preparacdo para 100 mL do diluidor padréo Tris-Gema

COMPONENTES QUANTIDADE
Tris 80 mL

Gema de ovo 20 mL
Antibiotico 3mg




ANEXO Il - PREPARACAO DAS SOLUCOES PARA OS TESTES

Preparagdo para 250 mL de DNS
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COMPONENTES QUANTIDADE
acido 3,5 dinitrossalicilico 2,59

NaOH (2N) 50 mL

Agua destilada 200mL

Sal de Rochelle 759

Preparagao para 50 mL de Eosina-Nigrosina

COMPONENTES QUANTIDADE
Eosina 0,59

Nigrosina 2,59

Citrato de sodio 1,59

Agua destilada 50 mL

Preparacao para 100 mL de Solugdo Hiposmética (50 mOsm/Kg H20)

COMPONENTES QUANTIDADE
Citrato de s6dio 0,464¢
Agua destilada 100 mL




