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RESUMO

Esse trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da refrigeracdo e congelacdo do sémen caprino
utilizando diluentes de origem vegetal. Para isso, foi utilizado 20 amostras de sémen de cinco
machos caprinos, em que foi avaliado imediatamente apds a coleta, diluidos em ACP-101 e extrato
liofilizado de Aloe vera e controle Tris. O sémen foi refrigerado a 4 °C e congelado a -196 °C. Ao
término da refrigeracéo e ap6s descongelagdo as amostras foram avaliadas quanto aos parametros
cinéticos de motilidade, velocidades e viabilidade. Os resultados das avaliagcdes, demonstraram que
o diluente ACP apresentou resultados superiores em comparac¢ao aos tratamentos com Aloe vera.
Portanto, a utilizacdo do ACP-101 associado aos crioprotetores proporciona um excelente meio para
criopreservacdo do sémen de caprinos. Novos estudos sdo necessarios para verificar em que
concentracdo o aloe vera pode ser utilizado na criopreservacdo do semen exercendo outros
beneficios.

Palavras-chave: ACP, Congelacéo, Biotecnologia do sémen

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effects of refrigeration and freezing of goat semen using diluents
of vetetable origin. For this, 20 semen samples from five male goats were used, which were
evaluated immediately after collection, diluted in ACP-101 and lyophilized extract of Aloe vera and
Tris control. The semen was refrigerated at 4 °C and frozen at -196 °C. At the end of refrigeration
and after thawing the samples were evaluated for kinetic parameters of motility, velocities and
viability. The results of the evaluations showed that the ACP diluent presented superior results in
comparison to the treatments with Aloe vera. Therefore, the use of ACP-101 associated with
cryoprotectants provides an excellent means for cryopreservation of goat semen. Further studies are
needed to verify in what concentration aloe vera can be used in cryopreservation of semen by
exerting other benefits.

Keywords: ACP. Freezing, Semen, biotechnology

1 INTRODUCAO

Uma vez que se tem conhecimento da necessidade de maximizar o potencial bioldgico da
espécie caprina a fim de aumentar os indices produtivos, as tecnologias de conservacdo seminal
associado a inseminacdo artificial, tem sido instrumento importante nos avangos genéticos da
espécie (LEBOEUF et al., 1998). O sémen pode ser processado de diferentes maneiras, seja para o

uso imediato a coleta, refrigerado a 4° C por um periodo de até 48 horas, ou até mesmo congelado
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a-196°C por tempo ainda n&o determinado, sendo necessario o0 uso de diluentes especificos nos trés
métodos (NUNES, 2010).

O emprego de diluentes permite aumentar o volume total do ejaculado, facilitando assim a
sua divisdo em doses inseminantes, bem como, proporciona um meio favoravel para a sobrevivéncia
dos espermatozoides in vitro (DERIVAUX, 1982). A capacidade tamponante e pressao osmatica
de um diluente tem grande importancia para o sémen de caprino, sendo necessario manter o pH
entre 6.2 e 6.8 e a osmolaridade entre 300 e 330 mOsm/Kg H20 (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Diante
disto, foi entdo desenvolvido um diluente comercial, a agua de coco em p6 (ACP), sendo este, um
po resultante do final do processo de desidratacdo do liquido endospérmico do coco e ajustado
quanto ao pH e osmolaridade para cada espécie a ser utilizado (SALGUEIRO, 2002).

A gema de ovo tem sido bastante utilizada para estabilizar as membranas bioldgicas,
minimizando os efeitos negativos do choque térmico, uma vez que esta é bastante fluida e na
refrigeracéo reduz essa fluidez (BISPO et al., 2011), no entanto deve ser utilizada com cautela,
devido aos problemas relatado por Nunes (1982). Além da gema de ovo, também utiliza-se a
glicerina, que possui acao intracelular, impedindo a formacao de cristais de gelo, e que devido ao
aumento da osmolaridade do meio, ocorre a desidratacdo da célula espermatica (PURDY, 2005).
Nesse sentido, substancias de origem vegetal como a Aloe vera que tem agdo crioprotetora e
antioxidante, podem ser utilizadas em associagdo com o ACP (MELO, 2010), pois possui em sua
composicao inimeros componentes bioguimicos, dentre eles estdo os acgUcares, esteroides, acidos
organicos, substancias antibioticas, enzimas, proteinas, vitaminas e minerais (VELOSO; PEGLOW,
2003). O extrato gel de Aloe vera foi utilizado como diluente de sémen de ovinos por Gutiérrez et
al. (2006) e de caprinos por Melo (2010).

Quanto a avaliacdo espermatica, atualmente é mais recomendado a utilizacdo de Andlise de
Sémen Auxiliada por Computador (CASA), que fornece de forma objetiva os parametros cinéticos
de motilidade e as velocidades (MORTIMER, 1997). Dessa forma, o presente trabalho visou avaliar
e comparar através dos parametros cinéticos e a vitalidade espermatica utilizando os diluentes ACP-
101, extrato liofilizado Aloe vera e ACP-101/Aloe vera no sémen refrigerado a 4°C e criopreservado

de caprinos.

2 MATERIAL E METODOS
Primeiramente, o projeto foi submetido a Comisséo de Etica para 0 Uso de Animais da
UECE e aprovado com o numero: 2887836/2017. Ejaculados de cinco machos caprinos adultos

foram coletados com vagina artificial, obtendo ao final um total de 20 amostras de sémen. Apés a
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coleta, os ejaculados foram mantidos em banho-maria a 37 °C e avaliados quanto aos parametros
subjetivos e a concentragdo em (x10° sptz/mL) em cdmara de Neubauer de acordo com o manual do
CBRA (2013).

Apbs as avaliacdes, as amostras de sémen foram diluidas em Tris, ACP-101, extrato
liofilizado de Aloe vera, e divididos em tratamentos: Tris (Controle); ACP 101; ACP 101-Aloe vera;
Aloe vera. Todos os diluentes foram acrescidos de 2,5% de gema de ovo, 7% de glicerol e 40 mg
de gentamicina para 100mL. As dilui¢des finais do sémen foram calculadas atraveés da formula V1
x C1 =V2 x C2, para obter a concentragao final de 400x10° sptz/mL.

O processo de refrigeracdo iniciou com a temperatura de 36 °C para 4°C em uma curva de
refrigeracdo com duracdo de 45 minutos, e uma hora de estabilizagéo, totalizando uma hora e 45
minutos. Apos a refrigeracdo, as amostras foram avaliadas no sistema CASA e confeccionado um
esfregaco para cada amostra. Em seguida, o sémen foi envasado em palhetas de 0,25 mL, congelados
em vapor de nitrogénio liquido por 10 minutos, submersas no nitrogénio e armazenadas em botijéo
criogénico (-196 °C), para posterior analise.

A analise dos parametros cinéticos do sémen refrigerado e descongelado foram determinadas
no sistema CASA (Sperm Class Analyser® - SCA®, Microptic S.L, Barcelona, Espanha), avaliando
0s parametros de Motilidade Total (MT%), Motilidade Progressiva (MP%), Velocidade Curvilinear
(VCL - um/s), Velocidade em Linha Reta (VSL - um/s) e Velocidade Média do Percurso (VAP -
um/s). Para o teste de viabilidade espermatica, foi utilizado corantes vitais (eosina/nigrosina), em
que, aliquotou-se 5 ul de corante ¢ 5 pl de sémen em uma lamina, onde foram homogeneizados ¢
realizado o esfregaco. A avaliacdo foi feita através de microscdpio de contraste de fases, em que o
espermatozoide foi classificado como corado (ndo viaveis) e ndo corado (viaveis).

Os dados foram agrupados em tabelas e analisados através do programa estatistico Graphpad
Prism® versdo 7 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os dados com distribuicédo
normal foram avaliados por meio da ANOVA seguida pelo teste de Tukey, sendo os resultados
obtidos expressos em média e desvio padrdo. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em
P <0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avalicdo do sémen fresco apresentou parametros médios de: volume 0,7 mL, motilidade
de massa escore 4, e concentracdo espermatica de 3,37 x 10°.0s pardmetros cinéticos do sémen
fresco avaliados pelo sistema CASA como MT e MP foram de 94,68 e 91,42 respectivamente e

vigor 3,7, parametros aceitaveis pelo CBRA (2013).
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A avaliacdo dos parametros cinéticos do sémen refrigerado como MT e MP, mostrou que 0s
tratamentos controle e ACP-101 foram semelhantes (89,57 e 88,30), sendo o ACP-101 (88,30)
superior (p<0,05) aos tratamentos ACP-101/Aloe vera e Aloe vera (55,26 e 61,97), respectivamente
(tab. 1). Os resultados do presente estudo foram semelhantes aos descritos por Melo (2010) que
utilizou Aloe vera nas concentracfes de 5 e 10%. Os presentes resultados também corroboram com
Gutiérrez et al. (2006), no qual avaliou-se o extrato gel de Aloe Vera em diferentes concentraces
no sémen ovino apés o periodo de estabilizacdo refrigerado a 5°C.

Quanto ao sémen criopreservado (tab.2), os grupos controle e ACP-101 foram semelhantes
(33,13 e 42,99) respectivamente, sendo o0 ACP-101 (42,99) superior (p<0,05) no parametro MT aos
tratamentos ACP-101/Aloe vera e Aloe vera (23,58 e 23,56) respectivamente. Na comparacgao do
parametro MP, o Tris e 0 ACP-101 foi superior (10,84 e 15,91) aos tratamentos ACP-101/Aloe vera
e Aloe vera (3,79 e 2,89) respectivamente. Os resultados dos tratamentos utilizando Aloe vera foram
inferiores aos encontrados por Gutiérrez et al. (2006) quando utilizou diluente comercial acrescido
de 5 e 50% de extrato gel de Aloe vera, na qual obteve resultado de 50% e 39,2% no sémen
criopreservado.

Na espécie caprina varios estudos discorrem com valores baixos da motilidade progressiva.
Silva (2017) ao avaliar sémen pos-descongelado de caprinos nativos, obteve valores de 10,9%,
Camara et al. (2019) obteve valores de 22% e 6%. Esse parametro espermético é de grande
importancia na escolha de reprodutores e também na avaliacao de protocolos de congelacdo seminal
(CAMARA et al., 2019; SANTIAGO-MORENO et al., 2017).

No que se refere aos parametros analisados pelo software SCA®, os parametros: VCL, VSL,
VAP do sémen refrigerado e criopreservado, nos tratamentos controle e ACP-101 foram
significativamente superiores (p<0,05) na comparacdo com os tratamentos ACP-101/Aloe vera e
Aloe vera respectivamente (tab. 1 e 2). Melo (2010) obteve resultados superiores com tratamentos
contendo 5 e 10% de extrato in natura de Aloe vera, na comparacdo com os tratamentos ACP-
101/Aloe vera e Aloe vera, podendo ser explicado pela consisténcia do diluente, devido a menor
concentracdo de extrato de Aloe vera. Santiago et al. (2017), ao utilizarem analise computadorizada
no sémen descongelado de caprinos, obtiveram valores proximos para VCL (69,6 um/s = 8,4), VSL
(42,9 um/s £ 8,1), VAP (51,6 um/s + 8,8) ao descrito no presente estudo.

A viabilidade espermaética foi semelhante nos tratamentos controle e ACP-101 para o sémen
refrigerado e criopreservado, em que apresentaram comportamentos similares, no entanto o
tratamento ACP-101 apresentou resultados superiores (p<0,05) aos tratamentos ACP-101/Aloe vera

e Aloe vera (tab. 1 e 2). Melo (2010), trabalhando com 5 e 10% de extrato in natura de Aloe vera,
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obteve resultados semelhantes aos tratamentos controle e ACP-101, no entanto, os resultados dos
tratamentos ACP-101/Aloe vera e Aloe vera do presente estudo foram inferiores.

Tabela 1 - Média e desvio padrdo da cinética espermatica e da viabilidade em sémen refrigerado de caprino diluido
meio a base de agua de coco em p6 (ACP-101), ACP-101/Aloe vera, Aloe vera e Tris (controle)

Parametros Controle ACP ACP/Aloe Aloe vera
vera

Motilidade Total (%) 89.57 £8.15a 88.30 +£12.67a 55.26+32.94b 61.97 +33.56b

Motilidade Progressiva (%) 35.85+16.71a 39.99+14.11a 8.77+10.35b 16.50+13.89b

Veloc. Curvilinear (um/s) 89.42 +11.71a 86.40+12.54a 43.18+22.31b 49.58 +31.55b

Veloc. retilines (um/s) 4855+ 10.72a 48.15+9.21a 22.68+14.54b 25.32+17.85b

Veloc. média do percurso (um/s) 65.08 £12.62a 65.89 £12.74a 31.43+17.01b 36.34+24.49b

Viabilidade (%) 86.80 £5.40a 87.73+7.03a 57.14+30.43b 58.15%28.53b

Letras mindsculas diferentes na mesma linha significa que houve diferenca estatistica entre os diluentes em cada tempo
de avaliagdo (P<0,05).

Tabela 2 - Média e desvio padrdo dos parametros cinéticos espermaticos e da viabilidade em sémen congelado-
descongelado de caprino diluido em meio a base de agua de coco em pé (ACP-101), ACP-101/Aloe vera, Aloe vera e
Tris (controle).

Tris ACP ACP/Aloe vera Aloe vera
Motilidade Total (%) 33.13+ 17.4ab 42.99 + 19.54a 23.58 +19.28b 23.56 + 19.14b
Motilidade Progressiva (%) 10.84 £ 7.94a 15.91 + 10.73a 3.79+£5.13b 2.89 +3.48b
Veloc. Curvilinear (um/s) 71.86 £ 13.15a 73.46 £ 14.92a 38.38 +£23.98b 39.05 + 25.24b
Veloc. retilines (um/s) 45.78 + 14.66a 42.52 +12.69a 18.60 + 12.71b 20.26 + 14.30b
Veloc. média do percurso (um/s) 56.29 + 15.70a 60.03 + 15.58a 28.53 + 18.94b 27.77 £18.77b
Viabilidade (%) 38.13 + 12.47ab 48.10 + 15.39%a 25.43 +19.34b 30.33 + 22.61b

Letras mindsculas sobrescritas diferentes na mesma linha significa que houve diferenga estatistica entre os diluentes
em cada tempo de avaliagéo (P<0,05).

4 CONCLUSAO

A utilizacdo do ACP-101 associado aos crioprotetores proporciona um meio eficaz para
criopreservacao do sémen de caprinos. No entanto, a utilizacdo de Aloe vera em associagdo ou ndo
com o ACP-101, mostrou-se ainda ineficiente na criopreservacdo do sémen de caprinos,

apresentando motilidade parametros inviaveis para a utilizacdo in vivo do sémen descongelado.
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