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RESUMO

O sémen congelado esta associado a baixos indices produtivos. Estudos tém sido realizados para testar novos
crioprotetores e avaliar momentos de estabilizacdo durante a curva de resfriamento. Desta forma, este estudo
teve como objetivo testar o Aloe vera como crioprotetor externo e avaliar a qualidade espermatica durante a
curva de resfriamento do sémen suino. O s€men de cinco reprodutores suinos foi coletado e incubado a 30 °C por
quinze minutos, em seguida diluido e submetido a uma curva de resfriamento lenta, com analises, em momentos
determinados, de vigor, motilidade, morfologia ¢ funcionalidade de membrana. Foram avaliadas trés diferentes
concentragdes de Aloe vera (10, 20 e 30%). Este crioprotetor foi adicionado aos diluentes de resfriamento e
congelagdo em substitui¢do a gema de ovo (GO), a qual foi utilizada como tratamento controle a 20%. A adigdo
do Aloe vera no sémen foi feita a 17 °C ¢ a 5 °C. Os parametros seminais analisados decresceram com o
abaixamento da temperatura, apresentando os piores resultados no sémen diluido em meio contendo Aloe vera
quando comparado ao controle contendo gema de ovo. Desta forma, concluiu-se que o extrato de Aloe vera, nas
diferentes concentragdes testadas, ndo apresentou efeito crioprotetor no s€émen suino.
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ABSTRACT

Frozen semen is associated with low production rates. Studies have been carried out to test new cryoprotectants
and evaluate evaluating stabilization moments during the cooling curve. Thus, this study aimed to test Aloe vera
as an external cryoprotectant and evaluate sperm quality during the cooling curve of swine semen. The semen of
five boars was collected and incubated at 30 °C for fifteen minutes, then diluted and submitted to a slow cooling
curve, with analyses, at determined times, of vigor, motility, morphology, and membrane functionality. Three
different concentrations of Aloe vera (10, 20, and 30%) were evaluated. This cryoprotectant was added to the
cooling and freezing diluents to replace the egg yolk (EY), which was used as a control treatment at 20%. The
addition of Aloe vera in the semen was done at 17 °C and 5 °C. The analyzed semen parameters decreased with
the lowering of the temperature, presenting worse results in the semen diluted in mediums containing Aloe vera
when compared to the control containing egg yolk. Thus, it was concluded that the Aloe vera extract, at the
different concentrations tested, did not have a cryoprotective effect on swine semen.

Keywords: Aloe vera, cooling curve, sperm viability, swine semen.

INTRODUCAO

A criopreservacdo do sémen suino proporciona a conservacao de ejaculados de
animais de alto valor genético por tempo indeterminado, maximizando assim o poder
reprodutivo do macho e permitindo o uso mesmo ap6és a morte do animal. Ela também
permite a reducdo de custos com manutencdo de reprodutores, ja que pode ser adquirido
sémen congelado com qualidade comprovada (CASTELO et al., 2008).
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Estudos realizados nas ultimas trés décadas sobre criopreservacdo de sémen
resultaram em avangos no tocante ao uso de diferentes crioprotetores, embalagens, diluentes e
curvas de congelacdo (WIEBKE ef al., 2022). No entanto, o emprego de sémen congelado na
espécie suina ainda apresenta indices reprodutivos insatisfatorios e esta associado a redugdo
da taxa de parto e do numero de leitdes por leitegada (YESTE, 2017).

A diminui¢do da viabilidade espermatica ap6s a descongelacao ¢ uma caracteristica
bastante comum na espécie suina devido ao estresse térmico e osmoético impostos aos
espermatozoides, especialmente a sua membrana plasmatica. Se a congelacdo ¢ lenta, ha
danos por excessiva desidratacdo da célula; no caso de ser muito rapida, os espermatozoides
ndo perdem agua suficiente, provocando a formacgao de cristais de gelo no citoplasma e danos
irreversiveis, como a ruptura da membrana plasmadtica. A taxa de congelagdo deve ser entdo,
suficientemente lenta para permitir a saida de 4gua de dentro da célula por osmose,
prevenindo o gelo intracelular, e suficientemente rdpida para minimizar os danos pela
exposicao prolongada a altas concentragdes de solutos (YESTE, 2017; NESCI et al., 2020).

Para que o sémen possa ser conservado, ele deve ser devidamente diluido, visando
uma maior durabilidade e transporte. O diluente protege a membrana espermatica contra o
choque térmico e injurias mecanicas causadas pelo transporte, além de fornecer nutrientes e
estabilizar o pH do meio (VERSTEGEN et al., 2005; WIEBKE et al., 2022).

Na atualidade os diluentes oferecem uma boa protecdo a integridade espermatica em
protocolos de refrigeracdo. Entretanto, a baixa fertilidade do sémen congelado pode estar
relacionada a composi¢cao dos diluentes, que por ndo ter substancias capazes de proteger
suficientemente a célula durante grandes reducdes de temperatura, permitem modificagdes
dos componentes de membrana espermatica, provocando uma desestabilizagdo, resultante de
problemas na permeabilidade da mesma (SILVA, 2007).

A gema de ovo ¢ um crioprotetor ndo penetrante, utilizado nos diluentes de
criopreservacao de s€émen. Ele tem a func¢do de proteger os espermatozoides contra o choque
térmico e lesdes da membrana citoplasmatica (MOUSSA et al., 2002). Essa protecdo se da
devido a presenca das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que impedem o efluxo
progressivo de fosfolipidios, colina e colesterol na membrana (BERGERON et al., 2004).

Por outro lado, ela apresenta um potencial risco microbioldgico para os
espermatozoides (CRESPILHO et al., 2012) além de favorecer o aumento na peroxidagao
lipidica (FARSTAD, 2009). Na expectativa de sua substitui¢do, diversos autores té€m
trabalhado visando encontrar substincias de origem vegetal para serem utilizadas como
crioprotetores (ANTUNES et al., 2014; BRITO et al., 2014; MELO-MACIEL et al., 2015;
SOUZA et al., 2016).

Estudos vem sendo desenvolvidos utilizando o Aloe vera, que ¢ uma planta
pertencente a familia Asphodelaceae, e que ja foi utilizado na conservacdo de
espermatozoides refrigerados de carneiros, com bons resultados no tocante aos parametros
cinéticos espermaticos (ANTUNES et al., 2014). Viérios testes ja foram feitos utilizando
diferentes concentragdes do extrato da planta sem nenhum efeito deletério sobre os
parametros espermaticos (BRITO et al., 2014).

Pelo exposto acima, evidencia-se a necessidade de otimizar o protocolo de
congelagdo, de modo a obter-se uma melhor viabilidade espermatica na reducdo da
temperatura até atingir 5 °C. Desta forma, esse trabalho teve como objetivo testar o Aloe vera
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(BARBOSA et al., 2020), como crioprotetor externo e avaliar a qualidade espermatica
durante a curva de resfriamento lento do s€men suino.

MATERIAL E METODOS

Animais, coleta e avaliacao do sémen in natura

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Estadual do
Ceara, em 15 de janeiro de 2015, processo n® 7512525/2015. Foram utilizados varrdes com
idades entre 08 e 18 meses, em sistema rotineiro de trabalho, pertencentes ao Laboratorio de
Reprodugdo Suina e Tecnologia do Sémen, da Faculdade de Veterinaria, na Universidade
Estadual do Ceard, e que se encontravam em sistema rotineiro de coleta semanal.

O sémen de cinco reprodutores foi coletado uma vez por semana durante doze
semanas, através da técnica da mao enluvada (HANCOCK e HOVELL, 1959) em recipiente
com capacidade de 500mL, coberto por gaze e protegido em copo térmico de coleta. Utilizou-
se o ejaculado total de cada varrdo, ou seja, o ejaculado com suas por¢des pobre e rica,
descartando a porcao gelatinosa através da utilizagdo de gaze propria para essa finalidade.

Apos a coleta, o ejaculado foi identificado e levado ao laboratério para o seu
processamento. A qualidade do ejaculado foi estabelecida através do seu aspecto,
temperatura, volume, concentragado, total de células, vigor espermatico e % de células moveis
(motilidade) e a diluicdo do mesmo foi feita dentro da primeira meia hora ap6s a coleta com
sémen e diluente na mesma temperatura. Os protocolos experimentais foram realizados nas
dependéncias do LRSTS da FAVET/UECE.

O volume de sémen foi avaliado pesando-se o ejaculado (subtraindo-se o peso do
recipiente de coleta) em balanca digital de precisdo. A concentragdo espermatica foi medida
por espectrofotdmetro. O niimero total de espermatozoides foi calculado multiplicando-se o
valor da concentragio (x10%/mL) pelo volume do ejaculado (mL), e o resultado final expresso
em x10° sptz. Para o exame do vigor espermatico (0 a 5) e da motilidade (%), uma amostra do
sémen in natura (puro — 15uL) foi colocada entre ldmina e laminula e processada a leitura
com um aumento de 200 vezes em microscopia Optica. Foi avaliado, para cada caracteristica,
ao menos trés campos de microscopio. Estes exames foram utilizados para a avaliagdo e
controle de cada ejaculado durante o periodo experimental, sendo utilizado apenas aqueles
com valores minimos de vigor >3,5 e de motilidade >85%. Para ser utilizado nos protocolos
experimentais foi retirado um total de 2,5 x10°sptz/ejaculado.

Manejo nutricional dos reprodutores

Os reprodutores eram alimentados com ragdo de boa qualidade, com os niveis
proteicos, energéticos e minerais dentro dos padrdes estipulados para a fase de reproducao
(3.150 Kcal de energia metabolizavel e 14% de PB). O consumo didrio por reprodutor era de
2,5kg/dia, em dois arragoamentos, enquanto a agua potavel era fornecida ad libitum.

Curva de resfriamento do sémen
O sémen coletado foi submetido a uma curva de resfriamento (Fig. 01). Apds a
coleta, o sémen foi incubado por 15 minutos a 30 °C e diluido (diluigdo 1 = 3vol:1vol) no
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diluente Beltsville Thawing Solution (BTS). Apds a diluicdo o sémen foi mantido a esta
temperatura por mais 45 minutos. Em seguida, o sémen diluido foi resfriado a 25 °C durante
30 minutos e apds esse tempo, em seguida transferido para o escuro por 2 horas a 17 °C.
Posteriormente, foi centrifugado a 800g/15min. a 17 °C. Apds centrifugagdo, desprezou-se o
sobrenadante e o pellet (papa de espermatozoides) foi ressuspenso no diluente de resfriamento
(diluicao 2 = 20% de gema de ovo e 34,23g de glicose em 100mL de agua destilada / qsp —
tratamento controle), que j& se encontrava a 17 °C, perfazendo uma concentragdo inicial de
6 x10° células/mL. Em seguida, o sémen foi transferido para geladeira a 5 °C/60 minutos. Ao
final desse tempo, foi adicionado o diluente de congelacdo (diluicdo 3 = volume a volume),
com a mesma composicdo do diluente de resfriamento acrescido do glicerol a 6%
(2mL:2mL), perfazendo uma concentragio final de 100 x10° células/mL.
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Figura 01: Curva de resfriamento do s€émen suino com seus momentos de analises.

Utilizacdo do Aloe vera na curva de resfriamento

No presente trabalho foram avaliadas trés diferentes concentragdes de Aloe Vera.
Este crioprotetor foi adicionado aos diluentes de resfriamento e congelagdao, em substitui¢do a
gema de ovo (GO). A concentragdao de 20% da GO foi utilizada como tratamento controle. Os
esquemas dos tratamentos podem ser vistos na Tab. 01 a seguir:

Tabela 01: Concentragdes (%) de Aloe vera utilizadas em substituicdo a gema de ovo, apos a
centrifugacao, no protocolo congelacao (curva de resfriamento) do s€émen suino.

Tratamento Crioprotetor Concentracio (%)
TO1 (controle) Gema de ovo 20 [GO20]
T02 Aloe vera 10 [AV10]
TO3 Aloe vera 20 [AV20]
T04 Aloe vera 30 [AV30]
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Avaliac¢ido do vigor e da motilidade espermatica durante o resfriamento
Para a avaliacdo da qualidade espermatica, foram levadas em consideragdo as

caracteristicas de vigor espermatico (0 a 5 — TONIOLLI, 1996) e a porcentagem de células
moveis (0 a 100% - MARTIN RILLO et al., 1996), com analises por 9 exames em momentos
diferentes do abaixamento de temperatura. A amostra coletada durante o resfriamento, era
incubada em “banho maria” a 37 °C, com leitura feita apdés 10 minutos de incubagdo. Para
cada ejaculado/tratamento, eram retiradas amostras e avaliadas através da microscopia Optica,
com o sémen (15uL) colocado entre lamina e laminula (24x24), em um aumento de 200
vezes. Foram avaliados, para cada anélise, ao menos trés campos de microscopio.

Cada amostra foi avaliada durante o periodo de abaixamento da temperatura visando a
congelacdo do sémen, sendo estas andlises feitas em momentos precisos conforme descrito
abaixo (exames de Al até A9):

Exame A1 (Oh): a 30 °C logo ap0s a coleta ainda com o sémen in natura;

Exame A2 (15°): a 30 °C logo ap6s a dilui¢ao 3:1 com o BTS;

Exame A3 (1:00h): a 30 °C apds o 1° periodo de estabilizagao;

Exame A4 (1:30h): a 25 °C apds estabilizagdo da temperatura;

Exame AS (2:30h): a 17 °C apos estabilizacao da temperatura, antes centrifugagao;
Exame A6 (3:30h): a 17 °C apos o 2° periodo de estabilizagdo, antes a centrifugagao;
Exame A7 (3:45h): a 17 °C apds centrifugacdo + diluente resfriamento;

Exame A8 (4:00h): a 5 °C apos estabiliza¢do da temperatura;

Exame A9 (4:45h): a 5 °C apos 3° periodo estabilizagdo, antes diluente congelagao.

Integridade acrossomal e vitalidade espermatica

Exames de integridade acrossomal, vitalidade espermatica, foram feitos nos
seguintes momentos de analise: Al, A3, A5, A7 e A9. Em todas as andlises o s€émen foi
previamente reaquecido durante 10 minutos de a 37 °C, para em seguida ser analisado a luz da
microscopia optica em aumento de 200x.

Para este teste foi feito uma avaliagdo do acrossoma (BORTOLOZZO et al., 2005) e
do total de células vivas (MEDEIROS et al., 2006), ambos com resultados expressos em
porcentagem. Para este exame, foi utilizada uma aliquota de sémen (15uL) e uma do corante
(15puL), homogeneizadas e procedendo-se em seguida esfregago, no qual foi analisado um
total de 200 células através da microscopia Optica com lente de imersdo a um aumento de
1000x. A solugdo corante utilizada foi o azul de bromo-fenol (0,1g de azul de bromo-feno,
0,4g de citrato de sodio e 10mL de agua destilada, 300 a 310mOsm). Segundo a morfologia
do acrossoma e vitalidade, os espermatozoides foram classificados em quatro categorias: O1.
Vivos com acrossoma integro; 02. Vivos com acrossoma danificado; 03. Mortos com
acrossoma integro; 04. Mortos com acrossoma danificado.

Teste de resisténcia osmética (TRO)
Os exames de TRO foram feitos nos seguintes momentos: exames 1, 3,5, 7¢ 9. Em
todas as analises o s€émen foi previamente reaquecido durante 10 minutos de a 37 °C, para em
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seguida ser analisado a luz da microscopia dptica de contraste de fase em aumento de 1000x.
Este teste permite fazer a avaliagcdo da funcionalidade da membrana do espermatozoide. Para
tanto foi colocado em um tubo de ensaio 0,5mL de s€émen ressuspenso acrescido com 7,5mL
de agua destilada mantido por 15 minutos a 37 °C (solugdo A). Posteriormente, foi retirado
ImL da solucdo A e colocado em outro tubo de ensaio contendo 0,5mL de Formol salina a
1% (solugdo B). Em seguida foi retirado 15pL da solucdo B e colocada entre ldmina e
laminula. Foram avaliados 200sptz/lamina (GRAHAM e MOCE, 2005), de acordo com a
proporgao de espermatozoides com cauda enrolada (reagentes) ou cauda reta (ndo reagentes).

Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o de Blocos ao Acaso, conduzido sob um
delineamento experimental inteiramente casualizado. A andlise estatistica foi feita através da
avaliacdo das médias e desvios padrdes, aos quais foram aplicados testes de analise de
variancia. As varidveis paramétricas foram submetidas a analise de varidncia por meio do
procedimento General Linear Models do programa Statistical Analysis System (GLM do SAS
6.03) e as médias foram comparadas entre os grupos por meio dos testes de Tukey e o Teste
do Qui-quadrado corrigido para valores em porcentagem. As varidveis ndo paramétricas
foram comparadas entre os grupos por meio do teste de Mann-Whitney. Para a significancia
estatistica foi utilizado um intervalo de confianga 5% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios do vigor espermatico e da motilidade espermatica do s€émen in
natura (Fig. 02) dos ejaculados dos varrdes usados nos experimentos foram 4,3 e 92%,
respectivamente. Estes valores estdo dentro dos padrdes aceitos pelo CBRA (2013) para
reprodutores suinos, € permitem a dilui¢do, conservagado e utilizagdo dos ejaculados com essa
qualidade na inseminacdo artificial. Para o experimento em questdo, os ejaculados foram
considerados aptos a utilizagdo nos protocolos experimentais, uma vez que se encontrassem
dentro dos padrdes minimos exigidos pela metodologia do trabalho.
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Figura 02: Vigor e motilidade espermatica do sémen in natura, dos ejaculados de suinos.
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Os valores do vigor espermatico (Fig. 03) reduziram gradativamente durante o
periodo de abaixamento da temperatura (curva de resfriamento), apds a diluigdo (1:3) em
BTS. Uma queda dos valores ja era esperada, pois durante periodos de incubagdo em
temperaturas decrescentemente mais baixas, hd uma queda concomitante do metabolismo
celular, além da possibilidade, dos espermatozoides consumirem os nutrientes disponiveis no
meio, excretarem produtos toxicos, como os radicais livres, resultantes de seu proprio
metabolismo, mesmo que de uma forma gradativamente menor. A reducdo na temperatura
tem sido um efetivo método de elei¢do para prolongar a viabilidade dos espermatozoides
ejaculados, devido ao seu efeito de desaceleracdo dos processos metabolicos celulares
(YESTE, 2017). Entretanto, ap6s a centrifugagcdo a 17 °C e diluicdo com Gema de ovo ou
Aloe vera, o tratamento controle apresentou um pequeno aumento do valor do vigor, seguido
de uma queda posterior, entretanto, ainda ficando em patamares superiores aos dos outros
tratamentos.

5,0 -
4.5 4,3 Centrifugacao e
*\ Diluicao com

4.0 b Gema de ovo ou

in ? R 3,6 Aloe vera
~
[~ ,
S 35 Wy,
g 3.0
=
S
8 25
-
L
B 2.0 -%-Dil 1:3
=53]
= 1.5 —— G020
< s
A ——AV10
~ 1,0 -
- —AV20
0.5 ——AV30
0,0 : .
Al A2 A3 A4 AS A6 A7 AB A9

Momentos de Anailise

Figura 03: Vigor espermdtico durante a curva de resfriamento do sémen do varrdo em
diferentes tratamentos apo6s a centrifugagdo, visando a congelagao.

Ja nas amostras tratadas com o Aloe vera, os valores de vigor espermatico sofreram
uma queda continua até¢ o ultimo momento de avaliagdo. O vigor espermatico, ¢ uma
importante caracteristica pois representa a for¢a do movimento dos espermatozoides, o qual
influencia a velocidade com que estes se deslocam (CORREA et al., 2001). Com a
centrifugacdo das amostras, os metabolitos presentes no meio foram retirados, melhorando
assim a qualidade do ambiente para o espermatozoide, particularmente apds a adi¢do do novo
diluente, gema de ovo glicose, comprovando-se essa melhoria pela andlise A7, e resultados
finais de vigor espermatico mais altos do que os outros tratamentos.

Além disso a centrifugacdo do sémen, pode atuar como uma capacitagao celular
induzida através da retirada do plasma seminal, e consequentemente, um aumento no vigor
espermatico. J& os tratamentos com Aloe vera ndo apresentaram um aumento do vigor
espermatico na espécie suina corroborando com Nunes ef al. (2019), diferentemente do que
foi relatado por diversos autores em outras espécies (BRITO et al., 2014; GUTIERREZ et al.,
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2006; MELO-MACIEL et al., 2015; BOONKONG et al., 2019; BARBOSA et al., 2020;
SINGH et al., 2020).

Os resultados da motilidade espermatica (Fig. 04), apresentaram a mesma tendéncia
encontrada nos padrdes do vigor espermatico. Foram diminuindo gradativamente ao decorrer
da curva de resfriamento, tendo um ponto critico maior, apds a centrifugacao e diluigdo com
os variados tratamentos. Essa diminui¢ao pode ser explicada pelo processo de resfriamento do
sémen, que nesta faixa de temperatura pode fazer com que os lipideos da membrana
plasmatica passem por uma fase de transicdo do estado liquido-cristalino para o estado gel
(GRAHAM, 1996; GUIMARAES et al., 2018), induzindo com que neste ponto da curva as
cadeias de acidos graxos que estavam aleatoriamente distribuidas ordenem-se paralelamente,
produzindo uma estrutura rigida e tornando essas areas fracas e suscetiveis a rupturas e a
fusdes, podendo causar uma rapida queda na motilidade esperméatica (HAMMERSTEDT et
al., 1990).

100
91,2
90 S o p—
~ Centrifugacao e
. Diluicao com

:E‘ 80 ‘\35:4 Gema de ovo ou
2 b S 69,0 Aloe vera
E™ i
=
g 60
)
& 50 -
=
< 40 -%-Dil 1:3
= [
% 30 - ——GO20
=] ——AV10
= |

20 ——AV20

10 ——AV30

0 T ' i
Al A2 A3 Ad A5 A6 A7 A8 A9

Momentos de Anilise

Figura 04: Motilidade espermatica durante a curva de resfriamento do sémen do varrdo.

Além disso, o processo de peroxidacao lipidica pode estar diretamente ligado a
diminui¢do da motilidade espermatica, pois nesse ponto da curva pode estar havendo uma
producdo excessiva de metabolitos do oxigénio, que induz extensivas modificagdes biofisicas
e bioquimicas na membrana plasmatica do espermatozoide (BUCAK et al., 2010).

As amostras diluidas em gema de ovo tiveram uma pequena diminui¢do, entretanto,
as que foram tratadas com as diferentes concentragdes de Aloe vera, diminuiram seus valores
de forma significativa pela metade. Assim como em outros estudos (NUNES et al., 2019;
ARTEAGA et al., 2022), o uso de Aloe vera como protetor de células espermaticas para
criopreservacao apresentou efeito limitado e pouca eficacia para a espécie suina.

Arteaga et al. (2022) relataram resultados satisfatorios em s€émen suino conservado a
17 °C em diluente acrescido de 20% de 4 vera, no entanto observou diminuic¢ao drastica da
motilidade pds-congelamento no primeiro dia, tanto no tratamento Aloe vera a 17% + 3% de
glicose como no Aloe vera 20%, obtendo-se 0,3% e 5,3% de motilidade respectivamente,
valores inadequados para fertilizagdo. Uma possivel causa para isso foi provavelmente pelo
fato de que o Aloe vera possui consisténcia viscosa podendo dificultar o movimento da célula,
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tornando o s€émen improprio para o uso na Inseminagao Artificial (IA), visto que € necessaria
uma motilidade espermatica superior a 50% para o uso nos programas de IA (FIGUEIROA et
al., 2001). Melo et al. (2015) levantaram a hipdtese de que espermatozoides diluidos com A.
vera requerem um tempo maior para adaptacdo devido a essa caracteristica mucilaginosa que
o extrato da planta apresenta.

A motilidade espermatica esta diretamente relacionada com a fertilidade em suinos,
sendo um atributo importante para o deslocamento espermatico no trato reprodutivo e para a
penetragdo do mesmo no oo6cito (GADEA, 2005). A queda abrupta nos parametros de vigor e
motilidade se déa principalmente gragas a caracteristica de extrema sensibilidade do sémen
suino as alteracdes de temperatura (BORTOLOZZO et al., 2005), além disso durante o
resfriamento, o desequilibrio i6nico intra e extracelular influenciam diretamente na reducao
da motilidade espermatica, podendo haver também aumento do célcio citosdlico e colapso da
membrana mitocondrial (JAKEL ef al., 2021), assim como também a formacdo de radicais
livres podem ocasionar queda de motilidade, vigor espermatico e de integridade do DNA
espermatico (MELO-MACIEL et al., 2015).

O percentual de espermatozoides vivos (Fig. 05) durante a curva de resfriamento foi
aquém do que o normalmente encontrado na literatura, onde normalmente a vitalidade dos
espermatozoides na temperatura de 17 °C se manteve entre 60 a 81 % (TONIOLLI et al.,
2007; SILVA e GUERRA, 2011), sendo que nestes trabalhos, mesmo com 48 horas de
conservagdo, o percentual de espermatozoides vivos ainda estavam acima de 40 %. Em todos
os passos da curva de resfriamento, seguindo o mesmo padrao de diminui¢do da temperatura,
com pequenas alteragdes até¢ 17 °C, tiveram uma variacao de apenas 0,9 pontos percentuais.
Apos a centrifugagdo e diluigdo, os espermatozoides tratados com Aloe vera e gema de ovo,
tiveram uma queda mais acentuada da vitalidade.
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Figura 05: Total de espermatozoides vivos (%), durante a curva de resfriamento do sémen do
varrao.

Segundo Torres et al. (2019) o sémen suino ndo pode ser criopreservado
imediatamente, ele precisa ser mantido em espera a 17 °C antes da criopreservagao, pois o
tempo de espera permite uma interacdo prolongada entre os espermatozoides e os
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componentes do plasma seminal. Dessa forma, um tempo de espera de 24 horas aumentam a
motilidade total e progressiva, e integridade do plasma e do acrossoma, embora ndo seja
capaz de controlar a quantidade de anion superdxido nem a peroxidacdo lipidica da membrana
e ndo tenha efeitos sobre a fluidez da membrana.

O que chamou a atencao nesses resultados, foi o percentual de células espermaticas
vivas do sémen in natura foi de apenas 11,8%, o que inviabilizou uma possivel utilizagdo do
sémen em inseminagdo artificial. Uma queda natural na porcentagem de células vivas ¢
explicada por alteracdes de pH e osmolaridade do meio, j4 que com o decorrer do tempo, ha o
consumo do substrato energético e a producdo de metabolitos. A producdo de radicais livres
durante o periodo de incubagdo, também contribui para o decréscimo da sobrevivéncia
espermatica, uma vez que em ambiente aerdbio ou parcialmente anaerdbio a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) ¢ inevitavel (TORRES et al.,
2019; SINGH et al., 2020; PEZO et al., 2021). No presente estudo, ndo foi possivel
identificar com exatiddo a causa que levou o sémen in natura a essa grande queda da
porcentagem de células vivas.

Com relacdo a integridade acrossomal (Fig. 06), os espermatozoides de suinos sdo
mais susceptiveis a danos durante a diminuicdo da temperatura que os de outras espécies
(WIEBKE et al., 2022), provavelmente devido a composi¢cdo da membrana plasmatica. Como
apresentado no grafico acima, durante a curva de resfriamento, o percentual de
espermatozoides com membrana integra foi muito baixo, tendo apresentado uma queda mais
acentuada apds a centrifugagdo e diluigdo a 17 °C com os diferentes tratamentos. A
concentracdo de 30% de Aloe vera apresentou a menor porcentagem de acrossomas integros
entre diferentes os tratamentos. Esses resultados foram bem inferiores aos encontrados por
Nunes et al. (2019) pos-congelagao.
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Figura 06: Total de espermatozoides com acrossoma intacto (%), durante a curva de
resfriamento do sémen do varrao.

O decréscimo no numero de espermatozoides com acromossa intacto pode ter
acontecido, gracas a mudangas que ocorrem na composi¢do e estrutura da membrana
plasmatica de espermatozoides de suinos devido ao choque térmico a 17 °C (WIEBKE et al.,
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2022). A criopreservacdo promove fendomenos de translocagdo de fosfolipidios entre o lado
externo e interno da bicamada lipidica e reacdo acrossOmica prematura, diminuindo a
viabilidade de espermatozoides criopreservados quando comparados a espermatozoides in
natura (SILVA e GUERRA, 2011). Outra possibilidade para explicar essa queda nos valores
¢ a relacdo colesterol: fosfolipidio da membrana plasmatica do espermatozoide suino, que €
mais baixa (0,12) do que em bovinos (0,38) e ovinos (0,36). Essa relagao pode explicar, ao
menos parcialmente, a maior sensibilidade do espermatozoide suino ao frio (WIEBKE ef al.,
2022), fato esse que favorece uma acdo mais direta do mesmo sobre a integridade
espermatica.

Desta forma, como a integridade da membrana espermatica exerce um papel
fundamental na sobrevivéncia do espermatozoide no trato genital da fémea e na manutencao
de sua capacidade fertilizante (PARKS e GRAHAN, 1992), a escolha de um crioprotetor
eficiente ¢ fundamental. Seja ele intra ou extra-celular, é necessario que confira uma melhor
protecao a membrana plasmatica do espermatozoide, ¢ mantenha em patamares mais altos a
porcentagem de espermatozoides com acrossoma integro, apos a sua criopreservagao.

Os resultados da reatividade de membrana (Figura 07) se mostraram bem
promissores nas analises Al, A3 e A5 feitas durante a curva de resfriamento, entretanto, apds
a centrifugacdo e dilui¢do nos variados tratamentos, ocorreu uma queda mais acentuada na
porcentagem total de espermatozoides reativos, indicando uma diminui¢do na integridade da
membrana dos espermatozoides. As diferentes concentragdes de Aloe vera apresentaram
comportamento relativamente parecido entre si, caindo mais de 50% apos a dilui¢do e
centrifugacao a 17 °C.
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Figura 07: Total de espermatozoides reativos ao teste hiposmotico, durante a curva de
resfriamento do sémen do varrao.

No tratamento controle com gema de ovo, a variacdo dos resultados das analises na
curva foi menor, provavelmente porque a inclusdo do diluente de resfriamento também
contribuiu para essa manuten¢do, protegendo o espermatozoide contra o estresse provocado
pelo frio, em uma faixa de temperatura conhecidamente lesiva para o espermatozoide, abaixo
dos 17 °C até os 5 °C. Jdkel et al. (2021) sugerem que as membranas (plasmatica e
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acrossomica) dos espermatozoides que sobrevivem ao estresse de resfriamento inicial a 5 °C
resistem ao armazenamento de longo prazo, como € o caso do espermatozoide que passa pelo
armazenamento convencional a 17 °C. A gema de ovo tem como caracteristica apresentar em
sua composi¢ao o LDL, que ¢ uma lipoproteina de baixa densidade, que pode agregar-se a
membrana plasmatica durante o processo, evitando a perda de fosfolipidios da membrana e
diminuindo as lesdes provocadas pela acdo do frio e da crioinjuria (SIEME et al., 2016).
Enquanto que a interagdo dos polissacarideos de 4. vera com os componentes da membrana,
sdo pouco eficazes em protegé-los contra crioinjurias (BARBOSA et al., 2020).

Ja nas amostras tratadas com as diferentes concentragdes de Aloe vera, as alteragdes
provocadas pela diminui¢do da temperatura, do pH e produgdo excessiva de compostos
reativos de oxigénio, podem ter desestabilizado a estrutura fluida da membrana plasmaética,
ocasionando diversas alteracdes na sua fun¢do e integridade (JOHNSON et al., 2000). Além
disso, o resfriamento pode ocasionar uma produgao ineficiente de ATP, gracas a dimuigao dos
processos metabodlicos, o que pode culminar na abertura de canais de calcio na membrana
plasmatica do espertazoide que vao causar posteriormente a hidrdlise dos fosfolipideos de
membrana e consequentemente alteragdes na sua integridade (AMANN e PICKETT, 1987).

CONCLUSOES

Conclui-se que, na espécie suina, o extrato de Aloe vera ndo apresentou bons
resultados na manutengao ou melhoria da motilidade, do vigor e da viabilidade espermatica,
quando adicionado como diluente de resfriamento a 17 °C. Ele ndo apresentou agao
crioprotetora em nenhuma das concentragdes empregadas neste estudo. Dessa forma, entende-
se que novos estudos devem ser estruturados a fim de encontrar uma concentragao ideal dessa
substancia em meios de conservagdo para utilizacdo em protocolos de criopreservagdo do
sémen do varrao.
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