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RESUMO 

 

A criopreservação é uma biotécnica que permite a conservação das células a temperaturas 

abaixo do ponto de congelação da água, por tempo indeterminado. Em felinos domésticos esta 

técnica está associada a aspectos econômicos, permitindo a conservação de raças de grande 

estima; e, ecológicos visto que o gato doméstico é um excelente modelo experimental para os 

demais felídeos ameaçados em extinção. Atualmente existe uma crescente prospecção na 

utilização de substâncias vegetais que confiram efeito crioprotetor as células espermáticas. 

Entre essas substâncias, a Aloe vera vem ganhando destaque devido à presença de compostos 

de ação crioprotetora. Diante do exposto, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes 

concentrações do extrato bruto de A. vera na criopreservação dos espermatozoides 

epididimários do gato doméstico. Para tanto, foram utilizados 10 complexos testículos-

epidídimos de gatos. A recuperação dos espermatozoides foi realizada pela técnica de 

fatiamento em placa de Petri contendo solução Tris pré-aquecida. O recuperado epididimário 

foi centrifugado, avaliado (concentração, análise CASA, vigor, motilidade, integridade da 

membrana, funcionalidade da membrana, morfologia e análise da condensação da cromatina) 

e, em seguida, destinado a três tratamentos distintos: controle (com 20% de gema de ovo), 

T10% (10% de A. vera) e T20% (20% de A. vera). Em seguida, os espermatozoides foram 

submetidos a 4 ºC por 60 min, posteriormente, rampa de nitrogênio líquido por 20 min e 

armazenamento em botijão criogênico. A descongelação procedeu-se após um intervalo de 

uma semana, em temperatura de 37 ºC por 30s. Durante o resfriamento observou-se a redução 

da motilidade em relação amostra fresca em ambos os tratamentos. Entretanto a redução dos 

parâmetros vigor e viabilidade só foram observados para o T10% e T20%. Quanto aos 

resultados após a descongelação, observou-se um declínio para motilidade e vigor em todos 

os tratamentos, sendo o tratamento T10% inferior aos demais. Embora o tratamento T20% 

apresentasse valores de motilidade similares ao controle após o descongelamento, apenas o 

controle permitiu a manutenção dos parâmetros vigor, viabilidade e funcionalidade da 

membrana durante todo o processo de criopreservação. Para a morfologia espermática, 

observou-se alterações na cauda durante o resfriamento no tratamento controle e alterações na 

peça intermediária para o T10%. Com base nos resultados pode-se concluir que a gema de 

ovo ainda apresenta-se como melhor crioprotetor para a conservação dos espermatozoides 

epididimários de gato doméstico; entretanto, a A. vera na concentração de 20% apresentou 

possível aplicabilidade como substância crioprotetora alternativa durante o resfriamento.  

Palavras-chave: Criopreservação. Felinos. Aloe vera. Espermatozoides. Epidídimo.  



ABSTRACT 
 

Cryopreservation is a biotechnology that allows cells to be stored at temperatures below the 

freezing point of the water for an indefinite period of time. In domestic felines this technique 

is associated with economics, allowing conservation of races of great esteem; and, ecological 

as the cat is an excellent experimental model for the other endangered felines. Currently there 

is a growing exploration in the use plant substances that confer cryoprotective effect as sperm 

cells. Among the substances, Aloe vera has been gaining prominence due to the composition 

of cryoprotective action. The objective of this study was to evaluate the effect of different 

concentrations of crude extract of A. vera on cryopreservation of epididymal spermatozoa of 

the domestic cat. For this, 10 testis-epididymal complexes of cats were used. The recovery 

spermatozoa was performed by slicing technique in Petri dish slice containing preheated Tris 

solution. The spermatozoa epididymal was centrifuged, evaluated (concentration, CASA 

analysis, vigor, motility, membrane integrity, membrane functionality, morphology and 

chromatin condensation analysis) and then destined to three different treatments: control (with 

20% egg yolk), T10% (10% of A. vera) and T20% (20% of A. vera). Then, the spermatozoa 

were submitted to 4 ºC for 60 min, later, ramp of liquid nitrogen for 20 min and storage in 

cryogenic cylinder. The thawing proceeded after an interval of one week, at a temperature of 

37 ºC for 30s. During cooling the motility reduction was observed in relation to fresh sample 

in both treatments. However the reduction of the parameters vigor and viability were only 

observed for T10% and T20%. Regarding the results after thawing, a decline was observed 

for motility and vigor in all treatments, with T10 treatment being lower than the others. 

Although the T20% treatment presented similar control values after the thawing, only the 

control allowed the maintenance of the parameters vigor, viability and functionality of the 

membrane during the entire cryopreservation process. For the sperm morphology, changes 

were observed in the tail during cooling in the control treatment and changes in the 

intermediate part for the T10%. Based on the results, it can be concluded that egg yolk is still 

the best cryoprotectant for the preservation of domestic cat epididymal spermatozoa; 

however, A. vera at 20% concentration can be applied as a cryoprotectant during cooling. 

Keywords: Cryopreservation.  Feline.  Aloe vera. Spermatozoa.  Epididymal. 
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1. INTRODUÇÃO 

A criopreservação é uma biotécnica que permite a conservação de amostras biológicas 

a temperaturas abaixo do ponto de congelação da água, por tempo indeterminado (CASTRO 

et al., 2011). A aplicação dessa tecnologia ao sêmen de animais domésticos, de companhia ou 

de grande valor zootécnico, permite não apenas o armazenamento, mas o transporte para o 

uso em biotecnologias reprodutivas (MARTINS; JUSTINO, 2015). Em animais selvagens, 

essa biotécnica possibilita a manutenção da variabilidade genética, a partir da criação de 

bancos de germoplasma, os quais abrigam coleções-base de populações extintas ou em risco 

de extinção (SILVA et al., 2012). 

O processo de criopreservação expõe os espermatozoides ao estresse celular e a 

condições desfavoráveis à manutenção de sua viabilidade, afetando principalmente a 

integridade das membranas plasmáticas das células.  Com o intuito de reduzir essas 

crioinjúrias são empregadas substâncias crioprotetoras, que modificam as propriedades físicas 

do diluente, tornando-o favorável a sobrevivência dos espermatozoides. Os crioprotetores, de 

modo geral, atuam impedindo a formação de cristais de gelo intracelular, através do efluxo de 

água; na redução do estresse osmótico por meio da reposição de água necessária para 

manutenção do volume celular; pela interação com íons e macromoléculas da célula 

promovendo estabilidade da membrana; e na redução do ponto de congelação da água, 

aumentando a fração não congelada do meio extracelular. Os crioprotetores podem ser 

classificados quanto a sua capacidade de atravessar ou não a membrana da célula em 

extracelulares ou não penetrantes e intracelulares ou penetrantes (SILVA; GUERRA, 2011). 

Os crioprotetores rotineiramente aplicados na conservação das células espermáticas 

são o glicerol e a gema de ovo. Sabe-se que o glicerol, em determinadas concentrações e 

temperaturas, apresenta efeito tóxico sobre as células. Essa toxicidade varia 

significativamente entre as espécies, sendo para felídeos determinado que concentrações 

iguais ou superiores a 8% de glicerol são tóxicas aos espermatozoides (SILVA; 

ACKERMANN; SILVA, 2012; DECO-SOUZA et al., 2013). 

 Em contra partida, a gema de ovo é o crioprotetor extracelular que atua através da 

estabilização das membranas plasmáticas da célula, minimizando os efeitos negativos do 

choque térmico sobre a mesma. Embora a gema de ovo seja vastamente utilizada nos 

protocolos de criopreservação, problemas como composição variável e contaminação com 

microrganismos inviabilizam o intercambio de material biológico criopreservado com esta 

substância (SILVA; GUERRA, 2011; IVIS, 2017).  Diante da problemática, diversas 
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substâncias de origem vegetal estão sendo investigadas quanto a sua capacidade de conferir 

proteção ao sêmen ou aos espermatozoides epididimários.  

  A Aloe vera apresenta-se como uma alternativa visto que possui substâncias similares 

aos crioprotetores convencionais em sua composição, além de exercer atividade antioxidante 

e atuar na regeneração celular (SOUSA; LIMA; SILVA, 2014).  Dessa maneira, têm-se como 

objetivo desenvolver um protocolo de criopreservação de células espermáticas obtidas do 

epidídimo de gatos domésticos adultos utilizando extrato de Aloe vera. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1.  CARACTERÍSTICAS GERAIS DOS ESPERMATOZOIDES DE GATO 

DOMÉSTICO 

 No gato, o espermatozoide mede cerca de 26µm, sendo menor que as células 

espermáticas de outros animais domésticos, como os cães.  A morfologia do espermatozoide 

se caracteriza por cabeça de formato oval alongado, com dois planos de simetria, um 

longitudinal e outro lateral. Cada célula espermática carrega em seu núcleo 20 cromossomos 

(19 autossômicos e X ou Y). Na secção longitudinal da cabeça observa-se uma matriz 

acrossomal densa constituída de centríolos envolvidos por material eletrondenso.  Enquanto 

que, a peça intermediária é formada por um conjunto central de microtubulos rodeados por 

estruturas externas (microtubulos e hastes densas) (JOHNSTON  et al., 2001).  

Os espermatozoides felinos apresentam características morfológicas e fisiológicas 

peculiares que dificultam a sua manipulação e conservação. A teratozoospermia, condição na 

qual 60% ou mais dos espermatozoides mostram-se aberrantes, é bastante presente nos 

ejaculado e lavado epididimário dos felinos.  Geralmente, os espermatozoides 

teratozoospérmicos apresentam uma gota citoplasmática retida, resultando em angulações na 

peça intermediária e no flagelo, defeitos no acrossoma, anormalidades na cromatina e 

fragmentação do DNA ou condensação incompleta (LUVONI, 2006). A teratozoospermia 

pode estar associada a uma diminuição da variação genética e a uma diminuição da secreção 

de testosterona (FILLIERS et al., 2010). Outras alterações morfológicas encontradas com 

frequência nos espermatozoides dos felinos são a macro e microcefalia, cabeças duplas ou 

destacadas e caudas duplas, dobradas ou enroladas (FLORINDO, 2011). A morfologia 

espermática está intimamente relacionada ao potencial reprodutivo do animal.   

Espermatozoides oriundos do ejaculado podem apresentar maior porcentagem de 

anomalia na cauda; enquanto nos espermatozoides epididimários são encontrados, com maior 

frequência, gota citoplasmática distal, que provavelmente está relacionada ao processo de 

maturação no epidídimo (FLORINDO, 2011). Entretanto, Goodrowe e Hay (1993) relataram 

que espermatozoides oriundos do epidídimo e do ejaculado não apresentaram divergências na 

quantificação morfológica, tanto para valores normospérmicos quanto teratospérmicos. 

Florindo (2011) também demostrou que os espermatozoides epididimários e do sêmen, obtido 

pela técnica de cateterização uretral, não divergiram quanto à morfologia. 

As células espermáticas normais apresentam movimento progressivo retilíneo. É 

relatado motilidade de 70% – 95% para espermatozoides oriundos do ejaculado e 
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(CHATDARONG et al., 2010), 50% – 75% para espermatozoides obtidos do epidídimo  

(COCCHIA et al., 2010).  

2.2.   ASPECTO ECONÔMICO E ECOLÓGICO DA CRIOPRESERVAÇÃO DOS 

GAMETAS DE GATOS DOMÉSTICOS  

A biodiversidade vem apresentando uma redução acelerada nas últimas décadas. 

Diante disso, surgiu a necessidade de introduzir biotecnologias na reprodução animal, de 

forma a permitir a preservação dos recursos genéticos (SILVA et al., 2012). Dentre essas 

biotecnologias, a criopreservação de espermatozoides do epidídimo é uma ferramenta 

potencial para o resgate de material genético dos machos de populações ameaçadas, que 

subitamente vieram a óbito e/ou foram submetidos a procedimentos médicos no qual se fazia 

necessário a sua castração. Adicionalmente, a criopreservação permite a aplicação desse 

material em diversas técnicas de reprodução assistida (COCCHIA et al., 2010).   

A criopreservação é um procedimento de submissão das células, tecidos e/ou embriões 

a uma refrigeração moderada e controlada, com posterior armazenamento em nitrogênio 

líquido à temperatura de –196 ºC, possibilitando sua conservação e utilização para 

procedimentos futuros (SILVA; GUERRA, 2011). Os protocolos de criopreservação de 

espermatozoides são estabelecidos com base em características físicas celulares a fim de 

manter a viabilidade e limitar os danos de membrana que podem ocorrer durante a submissão 

a condições não fisiológicas (SILVA; ACKERMANN; SILVA, 2012).   

  O uso de animais domésticos como modelo em pesquisas de reprodução mostra-se 

como um instrumento útil na obtenção de informações sobre as características de 

espermatozoides e oócitos. A validação desses modelos permite a criação de protocolos 

eficientes para a manutenção da viabilidade dos gametas após a descongelação, bem como o 

desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas potencialmente aplicáveis para animais 

selvagens ameaçados de extinção (LUVONI, 2006). 

 Atualmente, existem 38 espécies de felídeos, onde, apenas o gato doméstico (Felis 

catus) não se encontra ameaçado de extinção (IUCN, 2016). Por esse motivo e devido ao 

amplo conhecimento de sua fisiologia reprodutiva, ele se torna excelente modelo 

experimental para as demais espécies de felídeos. A técnica de criopreservação do sêmen de 

gato doméstico ainda produz resultados variáveis, devido algumas características peculiares 

dos espermatozoides dessa espécie. Entretanto, os protocolos já existentes são promissores e 

possuem implicações importantes quanto à conservação da biodiversidade, possibilitando a 

recuperação, o armazenamento por tempo indefinido e o intercâmbio de germoplasma de 
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felídeos preciosos (MACENTE et al., 2012). Além disso, tem crescido a demanda de 

reprodução assistida entre os criadores de felinos domésticos devido à pequena variação 

genética entre as raças existentes hoje no mercado (ZAMBELLI et al., 2010). 

A criação doméstica de gatos tem crescido em vários países, principalmente nas 

capitais, visto a menor necessidade de espaço e cuidados quando comparado com outros 

animais de estimação (CORRADA; GOBELLO, 2000; SOUZA, 2000). Tal atividade também 

apresenta caráter econômico, alavancado um mercado de produtos e serviços especializados. 

Entre esses serviços, as biotécnicas reprodutivas permitem a potencialização da capacidade 

reprodutiva dos animais e, portanto é crescente a demanda por serviços de avaliação 

andrológica e inseminação artificial (IA) (SILVA; ACKERMANN; SILVA, 2012). 

Adicionalmente, técnicas de recuperação e criopreservação de amostras biológicas, tais como 

espermatozoides, permite a preservação de germoplasma de animais de companhia de alto 

valor genético ou grande estima (MELLO, 2007).  

2.3. TÉCNICAS DE RECUPERAÇÃO DOS ESPERMATOZOIDES NA ESPÉCIE FELINA  

Para a realização da criopreservação dos espermatozoides é necessário inicialmente 

promover a colheita dos mesmos.  A obtenção de espermatozoides em felinos pode ser 

realizada através de eletroejaculação, vagina artificial, lavagem da vagina pós-coito, 

cateterização uretral ou pelo processamento dos epidídimos de animais submetidos à 

esterilização cirúrgica ou que vieram a óbito (EMERENCIANO et al., 2013). Recentemente 

foi proposto à colheita de espermatozoides pela técnica da punção aspirativa por agulha fina 

(PAAF) (LEITE, 2009).  

A PAAF permite a obtenção de material biológico de animais sub ou inférteis 

importantes geneticamente para a espécie, a partir de uma agulha de diâmetro bem reduzido 

acoplada a uma seringa. A aplicação da PAAF ainda não foi completamente estabelecida, 

visto que a técnica provoca lesões ao epitélio germinativo dos túbulos e, consequentemente 

danos à função dos testículos (PAZ et al., 2003; LEITE, 2009; DOMINGOS; SALOMÃO, 

2011; GOULETSOU et al., 2011). 

A eletroejaculação é a técnica de eleição para felinos selvagens e para a maioria dos 

gatos domésticos, visto que os animais permanecem anestesiados durante todo o processo. A 

eletroejaculação consiste na aplicação de uma série de pulsos elétricos alternados, a partir de 

uma sonda introduzida no reto do animal, que desencadeiam a ejaculação (FERREIRA; 

FILHO; FUGIHARA, 2009).  Existem diversos protocolos de estimulação elétrica para 

felinos. De modo geral, esses protocolos consistem em um serie de três de estímulos (30, 30 e 
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20 segundos) de 2 a 6 volts, com descanso entre as séries de 5 minutos (MARTINS; 

JUSTINO, 2015). Mesmo sendo eficiente, a eletroejaculação apresenta desvantagens 

associadas à diluição seminal, visto que aumenta a secreção das glândulas sexuais acessórias; 

além de contaminação das amostras por urina e consequentemente, perda da motilidade dos 

espermatozoides; outra dificuldade relatada é ejaculação retrógrada para a bexiga 

(ERDMANN et al., 2013). 

A vagina artificial (VA) é um aparato que mimetiza as condições fisiológicas de 

pressão e temperatura da vagina. É o método mais próximo da monta natural e para isso, os 

gatos devem passar por um treinamento de 2 a 3 semanas. Durante a coleta, utilizam-se 

fêmeas em estro ou manequins de pelúcia para despertar o interesse do macho e no momento 

da monta, faz-se o desvio do pênis do animal, introduzindo-o na vagina artificial (BEZERRA 

et al., 2013; MARTINS; JUSTINO, 2015).  

 A lavagem da vagina pós-coito é uma técnica rústica utilizada quando não a 

disponibilidade de quaisquer aparatos ou equipamentos para promover a colheita dos 

espermatozoides.  Basicamente, consiste na sedação da fêmea logo após a cópula, seguida da 

lavagem do canal vaginal com solução fisiológica pré-aquecida para promover a recuperação 

dos espermatozoides ainda presentes na estrutura.  Embora seja uma técnica simples, a 

lavagem vaginal possui pouca aplicabilidade em felinos selvagens; além disso, os 

espermatozoides coletados podem sofrer alterações relacionadas ao método (SILVA, 2008; 

MOREIRA, 2017; MARTINS; JUSTINO, 2015).     

 A colheita pela cateterização uretral consiste na aplicação de um fármaco anestésico 

alfa–adrenérgico, geralmente a medetomidina, que estimule a liberação dos espermatozoides 

na uretra, seguida da introdução de um cateter urinário na uretra, de modo a atingir apenas a 

porção prostática do ducto, sem alcançar a bexiga; posteriormente, o cateter é removido a fim 

de recolher o sêmen (MOREIRA, 2017).  A cateterização uretral é uma técnica promissora 

para os felinos selvagens livres visto que dispensa o uso do eletroejaculador (ZAMBELLI et 

al., 2008; LUEDERS et al., 2012; PROCHOWSKA, 2014; ARAUJO, 2016). 

A recuperação de espermatozoides a partir do epidídimo é uma técnica utilizada para 

dar suporte à reprodução assistida, além disso, é de suma importância para avanços nas 

pesquisas de preservação de germoplasma, principalmente de felídeos selvagens (MACENTE 

et al., 2012).  A perspectiva de armazenamento do complexo testículo-epidídimo, em 

temperatura ambiente por até 5 horas ou sob refrigeração a 5 ºC após a morte do animal, 

permitindo o resgate dos gametas sem grande perda da viabilidade e, posterior processamento 
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e criopreservação, aumenta a aplicabilidade dessa técnica em diferentes espécies de 

mamíferos (FILHO; SILVA, 2012).  

A colheita de espermatozoides epididimários pode ser realizada por diferentes 

abordagens a depender da espécie do animal. Em animais de companhia, devido ao tamanho 

reduzido do epidídimo, é mais adequado realizar o fatiamento ou a flutuação. É interessante 

que antes dessas técnicas, se realize a remoção dos vasos sanguíneos próximos à estrutura do 

epidídimo para evitar a contaminação das amostras com sangue. A flutuação consiste no corte 

da estrutura epididimária e, em seguida, o repouso em um meio diluidor, para favorecer a 

migração dos espermatozoides para o meio. No fatiamento, técnica similar a anterior, o 

epidídimo é seccionado em numerosos fragmentos e comprimido suavemente, com auxílio de 

pinças e/ou seringas, para promover o extravasamento do líquido epididimário. Também pode 

se promover um fluxo retrógrado na cauda do epidídimo aplicando pressão com uma seringa 

contendo diluente, fazendo com que o conteúdo saia através de um corte feito na junção com 

o corpo do epidídimo. Outra técnica é a aspiração direta do material na cauda do epidídimo, 

também com o auxílio de seringa e agulha (ANGRIMANI et al., 2013). 

Posteriormente à colheita, avaliações microscópicas devem ser realizadas, tais como 

análise da motilidade espermática, vigor, concentração e morfologia espermática (MARTINS; 

JUSTINO, 2015). 

2.4.  CRIOPRESERVAÇÃO DE ESPERMATOZOIDES EM FELINOS DOMÉSTICOS 

A criopreservação é uma tecnologia que permite a conservação de amostras biológicas 

a temperaturas abaixo do ponto de congelação da água. A criopreservação tem como princípio 

manter as células em estado quiescente, preservando sua composição e viabilidade por tempo 

relativamente longo (refrigeração) ou indeterminado (congelação) (SILVA; GUERRA, 2011). 

No processo de criopreservação as amostras são submetidas às seguintes etapas: queda de 

temperatura, desidratação celular, congelação e descongelação (HARTWIG; PAPA; 

DELL’AQUA, 2012). 

A primeira tentativa de criopreservação de espermatozoides do ejaculado de gato e, 

posterior utilização em inseminação artificial foi relatada por Platz, Wildt e Searge (1978). 

Desde então, a técnica foi aperfeiçoada e um grande número protocolos foi desenvolvido. A 

eficiência dos protocolos de conservação do sêmen e/ou espermatozoides depende da 

composição do diluente, da concentração adequada de crioprotetores e de uma taxa ideal de 

congelação (HUSSAIN; LESSARD; ANZAR, 2011). 
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Durante o processo de criopreservação é importante controlar a taxa de refrigeração da 

amostra de sêmen e/ou lavado epididimário.  Sabe-se que as células submetidas à curva de 

congelação sofrem modificações na fluidez da membrana plasmática e estão sujeitas ao 

rompimento devido à formação e agrupamento de pequenos cristais de gelo. Adicionalmente, 

em resposta ao resfriamento ocorre a translocação dos fosfolipídios entre os folhetos da 

bicamada lipídica no intuito de se adequar a mudança de temperatura (SILVA; GUERRA, 

2011). Diversas curvas de congelação foram propostas na tentativa de conservar as células 

espermáticas de gatos domésticos e, assim estabelecer a melhor curva de congelação.  

Cocchia et al. (2010) realizaram o resfriamento dos espermatozoides, a 4 ºC por 60 minutos, 

antes de submetê-los a vapor de nitrogênio, obtendo resultados satisfatórios na conservação 

dos espermatozoides epididimários de gatos e tigres. Já Bonaura et al. (2013) submeteram as 

amostras biológicas a 20 minutos de resfriamento, sendo observadas alterações na membrana 

plasmáticas, no acrossoma e nas mitocondriais dos espermatozoides congelados-

descongelados. Sabe-se que taxas mais lenta de refrigeração (0,2 a 0,5 ºC/ min) minimizam os 

danos causados às membranas plasmáticas e acrossomais dos espermatozoides 

(PUKAZHENTHI et al., 1999). 

A centrifugação das amostras biológicas também se faz necessária, principalmente, 

quando estas são oriundas da ejaculação. Espermatozoides epididimários também devem ser 

submetidos à centrifugação a fim de promover a lise das células sanguíneas oriundas dos 

vasos adjacentes ao epidídimo que possivelmente contaminam a amostra (KUNKITTI et al., 

2016). É recomendada a centrifugação das amostras a baixa rotação (SILVA; 

ACKERMANN; SILVA, 2012).  Na literatura, a força de rotação empregada para 

espermatozoides epididimários variou de 300–800g por 5 a 20 minutos (CHATDARONG; 

THUWANUT; MORRELL, 2010; COCCHIA et al.,2010; WAURICH et al., 2010; 

MACENTE et al., 2012).  

Assim como as demais etapas, a descongelação dos espermatozoides é extremamente 

relevante na garantia da manutenção da motilidade e, consequentemente da capacidade de 

fecundação dessas células, devendo ser rigorosamente controlada (SILVA; MOTA-FILHO, 

2012). A descongelação é realizada por imersão das palhetas de 0,25ml em banho-maria à 37 

ºC por 30 ou 40 segundos (MARTINS; JUSTINO, 2015). Entretanto, outras temperaturas e 

tempos são relatados em protocolos de criopreservação, com bons resultados. Após a 

descongelação, cerca de 25 a 50% da motilidade espermática é mantida (SILVA; 

ACKERMANN; SILVA, 2012).  
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2.4.1. Diluentes 

Os diluentes são meios responsáveis pela manutenção da sobrevivência dos 

espermatozoides. Estes fornecem o substrato para o metabolismo energético da célula, 

promove a pressão osmótica adequada, protege a membrana espermática do choque térmico, 

além de apresentar ação tamponante e atuar reduzindo os danos aos espermatozoides durante 

a criopreservação (MARTINS; JUSTINO, 2015).   

Os principais diluentes usados para gato doméstico consistem no Tris (tris-

hidroximetil-aminometano) e TES (ácido sulfônico N-tris-hidroximetil-metil-2-aminometano) 

adicionados de açúcares, que servem como substrato energético (SILVA; ACKERMANN; 

SILVA, 2012).  O TRIS é uma substância solúvel em água, disponível comercialmente na 

forma cristalizada, que atua como um tampão iônico bipolar em pH 7,0 – 9,0. O diluente 

TRIS promove a redução do metabolismo da frutose nos espermatozoides e, 

consequentemente a preservação da sua energia (CASTELO; FROTA; SILVA, 2008). 

Como alternativa aos diluentes convencionais podem ser utilizadas soluções a base de 

água de coco em pó ou in natura e/ou diluidores comerciais (SILVA et al., 2007; JIMÉNEZ 

et al., 2013). A água de coco possui o princípio ativo IAA (ácido 3- indol-ácetico) que 

apresenta ação protetora sobre o espermatozoide, conservando sua motilidade (BARROS; 

TONIOLLI, 2011). Entretanto, quando esta (água de coco em pó – ACP 117) foi comparada 

com o diluidor Tris, na recuperação de espermatozoides epididimários de felinos domésticos, 

apresentou resultados inferiores no parâmetro motilidade espermática (EMERENCIANO et 

al., 2013).  

 Jiménez et al. (2013) realizaram a criopreservação utilizando os diluidores 

comerciais:  Triladyl, AndroMed e Gent, sendo o primeiro o mais adequado para a congelação 

dos espermatozoides epididimários de gatos domésticos. Já Macente et al. (2012) propuseram 

a recuperação dos espermatozoides epididimários de gatos empregando o diluente Botu-crio
®

 

e posterior resfriamento, durante 24 horas, no meio Botu-tainer
®
, obtendo valores de 

motilidade de 67,5 ± 13,1% e 23,7 ± 13,8% para pós-resfriado e descongelação, 

respectivamente.  

Algumas soluções diluidoras são acrescidas de antibióticos, como penicilina e 

estreptomicina, a fim de prevenir possíveis contaminações microbiológicas do material 

biológico, bem como, antioxidantes para minimizar o estresse oxidativo ao qual a célula 

espermática é exposta (SILVA; ACKERMANN; SILVA, 2012). 
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2.4.2. Crioprotetores  

Crioprotetores são substâncias que promovem alterações nas propriedades físicas da 

solução diluente, protegendo as células dos possíveis danos deletérios durante o processo de 

criopreservação, retardando a formação de cristais de gelo intracelular e a desidratação 

celular. Um excelente crioprotetor é aquele que apresenta proteção contra as crioinjúrias e não 

exibe toxicidade as células.  Os agentes crioprotetores a depender do seu peso molecular 

podem penetrar na membrana plasmática (extracelulares) ou não (intracelulares) (CASTRO et 

al., 2011).  

2.4.2.1.  Crioprotetores penetrantes  

Os crioprotetores penetrantes são solventes de baixo peso molecular que, devido esta 

característica atravessam a membrana plasmática por difusão passiva e, permanecem no 

interior das células.  Essa classe de crioprotetores apresenta atuação tanto intra quanto 

extracelular nos espermatozoide, pois promovem o efluxo da água intracelular para equilibrar 

o meio externo (SILVA; GUERRA, 2011).  

O mecanismo de proteção as crioinjúrias dos crioprotetores penetrantes deve-se a sua 

propriedade coligativa com a água, aumentando a viscosidade da solução, consequentemente, 

reduzindo o ponto de congelação da mesma e prevenindo a formação de cristais de gelo 

intracelular; além disso, diminuir a pressão osmótica do meio através da ligação com 

eletrólitos ou substituição parcial da água (CASTRO et al., 2011). 

Os crioprotetores penetrantes podem ser classificados ainda em alcoólicos, como o 

glicerol, o Etilenoglicol e o dimetilsulfóxido (DMSO), ou amidas, como a acetamida e a 

dimetilformamida (BITTENCOURT et al., 2013). 

O glicerol (ou propano-1, 2,3-triol) é o crioprotetor mais comumente utilizado na 

criopreservação de diversas espécies de mamíferos. Em gatos é empregado o glicerol nas 

concentrações de 4-5%, visto que os espermatozoides dessa espécie são sensíveis a 

concentrações mais elevadas (SILVA; ACKERMANN; SILVA, 2012). O Glicerol atua 

diretamente na membrana plasmática, ligando-se aos fosfolipídios presentes na cabeça do 

espermatozoide, reduzindo sua fluidez e interagindo com ligações proteicas e glicoproteicas 

da membrana. O glicerol pode ser adicionado no momento da diluição inicial, à temperatura 

ambiente, quando o crioprotetor está em concentração total no diluente utilizado, ou após a 

refrigeração do sêmen, a 4 – 5 °C, a fim de reduzir seus efeitos tóxicos (SILVA; GUERRA, 

2011). 
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2.4.2.2. Crioprotetores não penetrantes 

Os crioprotetores não penetrantes são macromoléculas de peso molecular elevado que 

atuam induzindo a saída da água intracelular, por meio do efeito osmótico e, 

consequentemente, reduzir a formação dos cristais de gelo (SILVA; GUERRA, 2012).  Entre 

os crioprotetores extracelulares estão os açúcares (como a rafinose, trealose), as proteínas do 

leite e as lipoproteínas da gema de ovo (BITTENCOURT et al., 2013). 

A gema de ovo é amplamente utilizada em diversos protocolos para diferentes 

espécies. Para felinos se preconiza concentrações entre 10% a 20% de gema de ovo no meio 

diluidor (SILVA; ACKERMANN; SILVA, 2012).  O mecanismo de ação da gema sobre a 

célula espermática não é totalmente elucidado, porém sabe-se que esta atua estabilizando as 

membranas, minimizando os efeitos negativos do choque térmico. Todavia, a gema apresenta 

algumas desvantagens, visto ser um produto de origem animal e, portanto possuir composição 

variável, além de poder propagar microrganismos patogênicos. Sabe-se também que algumas 

substâncias da gema dificultam a respiração celular, interferindo no sistema de transporte de 

elétrons nas mitocôndrias (SILVA; GUERRA, 2011; SOUZA; LIMA; SILVA, 2014).  

Diante dessa problemática, diversos pesquisadores vêm propondo o emprego de 

substâncias alternativas a utilização da gema de ovo. Vick et al. (2012) sugeriram a utilização 

da lecitina da soja na criopreservação do sêmen de gato, alcançando resultados superiores 

quanto a manutenção da motilidade a longo prazo, obtendo valores de 52,1 ± 13,4%; 47,9 ± 

14,1%; 36,7 ± 6,5% e 11,3 ± 8,3% para 1h, 3h, 6h e 24h após a descongelação, 

respectivamente, em comparação com a gema de ovo (46,7 ± 13,7%; 34,2 ± 11,6%; 16,3 ± 

8,3% e 2,1 ± 3,3% para 1h, 3h, 6h e 24h, respectivamente). 

2.5.  A ALOE VERA COMO CRIOPROTETOR NÃO PENETRANTE 

A Aloe vera é uma planta nativa do norte da África, que apresenta inúmeras atividades 

farmacológicas, entre elas propriedades regeneradoras, antioxidantes, antibacteriana e 

antifúngica (FREITAS; RODRIGUES; GASPI, 2014).  Atualmente, alguns estudos 

investigam a ação protetora do extrato de Aloe vera sobre a membrana das células 

espermáticas quando submetidas a processos de resfriamento ou congelação, visto que a 

mesma apresenta em sua composição substâncias similares aos crioprotetores convencionais, 

e, portanto, pode ser explorada como alternativa para crioproteção do sêmen de diferentes 

espécies (MELO, 2010; FARIAS et al., 2012; VARGAS, 2012; SOUSA; LIMA; SILVA, 

2014; SOUZA et al., 2016). Na literatura, relatos da utilização do gel de Aloe vera são 
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descritos desde a década de 80, quando Rodriguez et al. (1988) utilizaram como diluente 

seminal para inseminação artificial em ovelhas. 

Posteriormente, outros trabalhos foram realizados testando o extrato da Aloe vera 

associada à diluidores convencionais ou a outras substâncias vegetais para diferentes espécies.  

Melo (2010) utilizou o extrato bruto do vegetal em combinação com água de coco em pó 

(ACP-101) no resfriamento do sêmen caprino a 4 ºC, obtendo boa qualidade espermática por 

até 48 horas. Vargas (2012) empregou a Aloe em diferentes concentrações (10%, 15% e 25%) 

na criopreservação de espermatozoides de touros, verificando que a 10% a substância 

apresentou os melhores resultados quanto à motilidade e integridade estrutural dos 

espermatozoides. Recentemente o uso do extrato de A. vera aplicado na conservação de 

sêmen caprino e ovino apresentou resultados satisfatórios (CÂMARA et al., 2012; AGUIAR 

et al., 2012). Também já foi descrito o uso da A. vera na criopreservação do sêmen de catetos, 

sugerindo sua utilização a uma concentração de 20% no meio extensor (SOUZA et al., 2016).   

A Aloe vera apresenta mais de 200 substâncias bioativas, entre elas polissacarídeos, 

tanino, esteroides, antraquinonas, vitaminas, enzimas, minerais, compostos fenólicos, 

saponinas e ácidos orgânicos (Quadro 1).  Entre os polissacarídeos, destacam-se os derivados 

de glicose e manose como fontes de energia para os espermatozoides, sendo importantes para 

sua preservação em curto prazo. Além disso, sabe-se que os açúcares apresentam efeito 

crioprotetor extracelular, contribuindo para a estabilidade da membrana dos espermatozoides. 

A presença de polifenóis, indóis, alcaloides, ácido fólico e zinco no extrato de Aloe vera 

confere ação antioxidante e, portanto atua na prevenção do sêmen contra danos oxidativos. A 

propriedade antiviral, antifúngica e antibacteriana que o extrato também possui está associada 

à presença de fenol, saponina e antraquinonas (SOUZA et al., 2016).  

Quadro 1. Principais componentes da Aloe vera 

Fonte: Adaptado de MELO (2010).  

Componentes da Aloe vera 

Vitaminas A, C, E e Complexo B (B1, B2, B3, B6, B12); 

Minerais 
Fosfato de Cálcio, Potássio, Ferro, Sódio, Colina, Magnésio, 

Manganês, Cobre, Cromo; 

Mono e 

polissacarídeos 
Celulose, Manose, Alínase, Glicose, L-raminose, Aldopentose; 

Aminoácidos 

essenciais 

Lisina, Valina, Leucina, Isoleucina, Metionina, Triptofano, 

Fenilalanina, Treonina, Histidina; 

Enzimas 
Catalases, Celulases, Fosfotase, Amilase, Nucleotidase, 

Brandiquinases; 

Outras substâncias 
Saponinas, Antraquinonas, Aloína, Ácidos graxos (caprílico), 

Isobarbaloína, Aloe Emodin, Ácido Aloético. 
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 Para Vargas (2012), o emprego da Aloe na conservação do sêmen é justificado pela 

propriedade surfactante que esta apresenta. Substâncias surfactantes apresentam uma porção 

lipossolúvel e outra hidrossolúvel, o que permite sua ocupação na interface de dois líquidos. 

A ação de substâncias surfactantes sobre a membrana espermática não está totalmente 

elucidada, mas sabe-se que, de modo geral, essas substâncias aumentam a permeabilidade da 

membrana dos espermatozoides e, com isso, promove a redução no estresse osmótico 

(VARGAS, 2012). 
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3. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVO GERAL 

Avaliar a utilização da Aloe vera, em diferentes concentrações, associadas ao glicerol 

e diluída em TRIS, no processo de criopreservação dos espermatozoides epididimários de 

gatos domésticos (F. catus). 

 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Testar duas diferentes concentrações da Aloe vera na criopreservação dos 

espermatozoides epididimários; 

 Comparar a atividade crioprotetora da Aloe vera com a gema de ovo; 

 Avaliar a ação crioprotetora do extrato de Aloe vera durante o processo de 

resfriamento das amostras de espermatozoides epididimários; 

 Avaliar qual concentração de Aloe vera apresentará melhor efeito crioprotetor sobre os 

espermatozoides epididimários congelados. 
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4. MATERIAL E MÉTODO 

4.1. COLHEITA DO LAVADO EPIDIDIMÁRIO 

Os espermatozoides epididimários foram obtidos a partir do aproveitamento de 

complexos testículos-epidídimos (CTEs) provenientes de castrações eletivas realizadas 

rotineiramente no Hospital Veterinário (HOVET) da Universidade Federal Rural do Semi-

Árido (UFERSA), estando dessa maneira, em total conformidade com as recomendações do 

Código Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) (1988), sendo aprovado pela 

Comissão de Ética e Bem-Estar Animal (CEUA) da mesma instituição sob o protocolo 

23091.000407/2017.17. 

Foram colhidos CTEs de dez gatos adultos e saudáveis com idade entre 12 e 34 meses. 

Após a colheita, as gônadas foram transportadas à temperatura ambiente até o Laboratório de 

Transplantes Gonadais e Produção In Vitro de Embriões (LTG-PIVE) em tubos cônicos 

plásticos de 50 mL contendo solução salina 0,9% acrescida de penicilina (Figura 1A).  A 

abordagem do CTE ocorreu através da técnica de fatiamento como descrito por Da Silva e 

Mota-Filho (2012). A estrutura anatômica da cauda do epidídimo foi separada das demais 

(Figura 1B), posteriormente transferida para placa de Petri contendo 1mL de solução TRIS 

pré-aquecida a 37 ºC (Figura 1C) e seccionada em numerosos fragmentos (Figura 1D). Em 

seguida, os fragmentos foram incubados na mesma solução por cinco minutos. 

Figura 1. Transporte e processamento do complexo testículo-epidídimo. 

(A) CTE em solução salina a 0,9%. (B) Separação da estrutura anatômica do epidídimo do testículo. (C) 

Estrutura anatômica do corpo e cauda do epidídimo. (D) Técnica de fatiamento da cauda do epidídimo. Fonte: 

Acervo do autor. 
 

C D A B 
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Em seguida, a amostra foi centrifugada a 500g por 6 minutos, resuspendida em tubo 

cônico de 2 mL contendo 300 µl de solução TRIS e avaliada. Apenas amostras com 

motilidade acima de 60 % e vigor igual ou superior a 3 foram utilizadas no presente estudo. 

4.2. AVALIAÇÃO ESPERMÁTICA 

As amostras espermáticas foram avaliadas quanto ao movimento, morfologia, 

viabilidade e funcionalidade da membrana plasmática e condensação da cromatina. A 

avaliação espermática ocorreu em três momentos durante o experimento: logo após a colheita, 

durante o resfriamento (4 ºC) e após o descongelamento dos espermatozoides epididimários, 

exceto para analise da cinética espermática e de condensação da cromatina. 

A avaliação da cinética do movimento espermático foi realizada a partir do sistema 

CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis). Para isso 2µl da amostra espermática foi 

inserida em lâmina previamente aquecida a 37 ºC. A avaliação no CASA aconteceu após a 

colheita e durante o resfriamento.  O equipamento foi configurado para os padrões da espécie 

felina segundo proposto por VillaVerde (2007). Os parâmetros analisados foram: Motilidade 

total (MT); Velocidade Curvilínea (VCL); Velocidade Média da Trajetória (VAP); 

Velocidade Linear Progressiva (VSL); Linearidade (LIN); Amplitude de Deslocamento 

Lateral da Cabeça (ALH); e Frequência do Batimento Flagelar (BCF) (MATOS et al., 2008).   

 Para avaliar a motilidade e o vigor foi utilizado uma gota de 5µl da amostra sobre 

uma lâmina pré-aquecida a 37 ºC, esta foi levada a um microscópio e observada em uma 

ampliação de 100 a 400 vezes. Na motilidade, a amostra foi pontuada de 0 a 100% de acordo 

com o número de células móveis em relação ao total de espermatozoides presentes. Na 

avaliação do vigor, os espermatozoides foram classificados em uma escala 0 a 5, sendo 0 = 

parado, 1 = movimento sem sair do lugar; 2 = movimento circular, 3 = movimento retilíneo 

lento, 4 = movimento retilíneo rápido e 5 = movimento rápido e flechante (EMERENCIANO 

et al., 2013). 

 A concentração espermática foi determinada a partir da diluição de 5µl da amostra 

biológica com 95 µl de solução salina formolizada a 0,1% (1:10). A contagem procedeu em 

uma câmara hematimétrica com auxílio de microscópio, em aumento de 400 vezes, onde 

foram contados 25 quadrantes e o valor obtido multiplicado por 10
6
 (MACENTE et al., 2012). 

 A funcionalidade da membrana foi avaliada a partir do teste hiposmótico. Para tanto 

uma alíquota de 5 µl foi incubada em meio de osmolaridade definida (150mM/L), durante 45 

a 60 minutos a 37 ºC e, posteriormente avaliada em microscópio (400X), onde realizou-se 

contagem aleatória de 100 espermatozoides com caudas enroladas ou não. O percentual de 
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espermatozoides com cauda enrolada foi considerado como apresentando funcionalidade 

preservada (EMERENCIANO et al., 2013). 

Para o teste de análise da condensação da cromatina, foi adicionado em uma lâmina 10 

μl da amostra, em seguida, foi realizado o esfregaço da mesma. Posteriormente, realizou-se o 

procedimento de fixação: 1 minuto em solução de etanol e ácido acético (3:1); 3 minutos em 

solução de etanol 70%; e 25 minutos em solução de HCl (ácido clorídrico) 4M. Após a 

fixação, a lâmina foi lavada com água destilada e reservada para secar naturalmente. Em 

seguida, adicionou-se 5 μl do corante azul de toluidina (pH 4). A lâmina foi levada ao 

microscópio (400X) onde foram contados 500 espermatozoides corados (cromatinas 

condensadas) e não corados (cromatinas descondensadas) (KAMIMURA; JACOMINI; 

BELETTI, 2010).  

O teste da viabilidade dos espermatozoides consistiu na adição de 5 μl da amostra 

biológica em 5 μl do corante Azul de Bromofenol em uma lâmina, seguida da realização do 

esfregaço. Foram contabilizadas 100 células com auxílio de microscópio (400x), sendo as 

mesmas classificadas em azuis (não viáveis) e brancas (viáveis) (DE OLIVEIRA et al., 2009).  

A avaliação da morfologia espermática consistiu na realização de um esfregaço 

contendo 5µl da amostra diluída em 45 µl de solução corante Rosa Bengala a 1,5%. Foram 

contados de forma aleatória 200 espermatozoides, normais e anormais, em microscópio com 

aumento de 400 vezes. As anormalidades espermáticas foram pontuadas em: defeitos na 

cabeça (macro e microcefalia, dupla, formato anormal, destacada), na peça intermediária 

(dobrada, quebrada, espessa, gota citoplasmática proximal ou distal) e na cauda (enrolada, 

fortemente enrolada, dupla, quebrada), podendo ser pontuada mais de uma anormalidade por 

célula espermática (RASKIN; MEYER, 2011). 

4.3. CONFECÇÃO DO EXTRATO DE Aloe vera   

 A coleta da Aloe vera ocorreu no município de Mossoró- RN (05º 11' 15" S 37º 20' 

39" W) em horário padronizado (entre 6h15min e 6h30min). Para obtenção do extrato bruto 

da Aloe vera foi realizada a retirada da camada externa do catafilo com auxílio de faca inox e, 

em seguida, à extração do parênquima da folha, de aspecto de gel incolor (Figura 2A; Figura 

2B). O material obtido foi filtrado com o auxílio de uma peneira e colher inox (Figura 2C) e 

acondicionado em recipiente de vidro para posterior preparação das soluções diluentes (Figura 

2D) (MELO, 2010).  
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Figura 2. Obtenção do extrato bruto de Aloe vera.  

         

(A) Remoção do catafilo da folha. (B) Extração do parênquima. (C) Filtração do parênquima em peneira. (D) 

Acondicionamento do extrato bruto. Fonte: Arcevo do autor.  

 

4.4. CRIOPRESERVAÇÃO 

As amostras biológicas foram submetidas a três tratamentos (Controle, T10%, T20%). 

Todos submetidos à curva de congelação proposta por Cocchia et al. (2010).  No controle, as 

amostras foram diluídas em solução TRIS acrescida de 20% de gema de ovo. Enquanto nos 

tratamentos T10% e T20% o lavado epididimário foi diluído em solução TRIS contendo 10% 

e 20% de Aloe vera, respectivamente.   

De modo geral, o lavado epididimário foi fracionado em três tubos cônico plásticos de 

2 mL e diluídos nas soluções dos respectivos tratamentos. Após a diluição, estes foram 

submetidos a 4 ºC por 60 minutos. Durante o período de resfriamento a 4 ºC, foi adicionada à 

amostra solução de mesma composição acrescida de glicerol, em uma concentração final de 
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4%. Logo em seguida, as amostras foram envazadas em palhetas francesas de 250 μl, lacradas 

com álcool polivinílico e expostas a vapores de nitrogênio (-70 ºC) em artefato de isopor por 

20 minutos, distando as palhetas 6 cm do nível de nitrogênio líquido.  Ao fim deste período, 

as palhetas foram acondicionadas em botijão de nitrogênio a –196 °C (COCCHIA et al., 

2010). 

4.5. DESCONGELAÇÃO 

A descongelação procedeu após o intervalo de uma semana. As palhetas foram 

imersas em banho-maria a 37 ºC por 30 segundos. Posteriormente, as amostras foram 

transferidas para tubos plásticos de 2 ml equilibrados em temperatura ambiente e avaliados 

como descrito no tópico 3.2 (COCCHIA et al., 2010). 

4.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados obtidos foram expressos em média e desvio padrão e analisados através dos 

programas estatísticos BioEstat 5.3 (AYRES et al., 2007) e Statistica 8.0 (Statsoft INC, 2007). 

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e Kolmogorov–Smirnov. 

Posteriormente, os valores foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de 

Dunn. Os dados referentes ao vigor espermático foram avaliados pelo teste de Mann-Whitney. 

Os resultados foram considerados significativos quando P < 0,05. 
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5.  RESULTADOS E DISCUSSÃO  

5.1.  CINÉTICA DO MOVIMENTO ESPERMÁTICO 

Os valores obtidos a partir do Sistema de Analise Computadorizada (CASA) foram 

expressos na Tabela 1.  

Tabela 1. Avalição da cinética do movimento espermático de gatos domésticos para 

amostras do lavado epididimário frescas e resfriadas para os tratamentos Controle, 

T10% e T20%. 

T10%: concentração de Aloe vera a 10%; T20%: concentração de Aloe vera a 20%; Controle: 20% de gema de 

ovo; MT: Motilidade Total; VAP: Velocidade Média da Trajetória; VCL: Velocidade Curvilínea; VSL: 

Velocidade Linear Progressiva; LIN: Linearidade; ALH: Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabeça; BCF: 

Frequência do Batimento Flagelar. a, b, c: letras diferentes na mesma coluna indicam valores diferentes entre 

grupos comparados (Fresco e Resfriado); A, B, C: letras diferentes na mesma coluna indicam valores diferentes 

entre os tratamentos comparados (controle, T10% e T20%). Teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05). 

 

Pode-se perceber que a Motilidade total do controle resfriado e do tratamento T20% 

não diferiu (p > 0,05) da amostra fresca; diferente do observado no tratamento T10%. De 

modo geral, os crioprotetores extracelulares atuam promovendo uma desidratação controlada 

das células e consequentemente, a redução da formação dos cristais de gelo intracelulares; 

além disso, estes crioprotetores interagem com os fosfolipídios da membrana plasmática do 

espermatozoide, reorganizando-os e aumentando a capacidade de sobrevivência da célula 

(SILVA; GUERRA, 2011). Acredita-se então que o resultado obtido nesse trabalho está 

relacionado ao menor percentual de crioprotetor extracelular empregado, visto que no 

tratamento T20% e no controle foram utilizadas concentrações de 20%. Possivelmente, em 

concentrações similares ou maiores, os polissacarídeos presentes na A. vera atuem de modo 

tão eficiente como a gema de ovo. 

Em relação à Motilidade Total no resfriamento, o tratamento T10% apresentou-se 

diferente do controle (p > 0,05). Entretanto, o tratamento T20% apresentou-se semelhante (p 

Tratamento MT (%) 
VAP      

(μm/s) 

VCL 

(μm/s) 

VSL 

(μm/s) 
LIN (%) 

ALH 

(μm) 
BCF (Hz) 

Fresco 
77,22 ± 

9,60
a
 

66,02 ± 

5,86 

125,19 ± 

12,42
a 

45,96± 

5,96 

37,78 ± 

3,80 

6,80 ± 

1,16 

18,51 ± 

1,97 

R
es

fr
ia

d
o

 

Controle 
73,33± 

16,21
aA 

70,74 ± 

10,25 

126,86 ± 

15,58
aA 

50,49± 

10,51 

41,11 ± 

4,31 

7,92 ± 

1,25 

19,54 ± 

3,16 

T10% 
32,89 ± 

25,18bB 
55,50 ± 

23,16 

94,10 ± 

36,61bB 
40,34 ± 

19,93 

38,78 ± 

17,39 

6,11 ± 

5,32 

15,53 ± 

8,63 

T20% 
48,00 ± 

22,85aAB 
61,90 ± 

24,99 

104,49 ± 

41,89aAB 
45,99 ± 

19,43 

39,56 ± 

16,59 

6,78 ± 

3,17 

16,58 ± 

7,26 
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> 0,05) ao controle e ao T10%.  A semelhança entre os tratamentos que utilizam a A. vera 

pode estar relacionada às características físico-químicas do extrato vegetal e aos seus 

mecanismos de proteção da célula espermática, que se dá pela presença de polissacarídeos e 

saponinas, substâncias que estão intimamente relacionadas à ação crioprotetora da A. vera 

(MELO, 2010; VARGAS, 2012).  

A avaliação da motilidade das amostras espermáticas é de extrema importância, visto 

que está intimamente relacionada com a capacidade de fecundação da célula (MELO, 2010).   

No presente estudo, a motilidade para o lavado epididimário fresco variou de 60 a 80%, sendo 

esses valores superiores aos relatados na literatura no qual variaram de 50% a 75% 

(JIMÉNEZ et al., 2011; MACENTE et al., 2012; JIMÉNEZ et al., 2013; LIMA et al., 2015).  

Para motilidade de espermatozoides resfriados é relatado valor de 67,5 ± 13,1% (MACENTE 

et al., 2012). Apenas o tratamento controle obteve resultado semelhante aos encontrados na 

literatura, apresentando valores de motilidade entre 63 – 95%.  

Em relação ao parâmetro VCL (velocidade curvilínea), foi observada diferença (p < 

0,05) entre o tratamento T10% quando comparado com a amostra fresca.  Esse mesmo 

tratamento também diferiu (p < 0,05) dos demais durante o resfriamento.  Já o tratamento 

T20% foi semelhante (p > 0,05) ao controle e ao T10% no grupo resfriado.  O VCL é um 

indicativo da capacidade fecundante do espermatozoide, visto que determina a distância total 

percorrida pela célula entre os intervalos de captura da imagem; assim, espermatozoides que 

apresentam valores elevados de VCL estão aptos a serem empregadas em biotécnicas 

reprodutivas como a Produção in vitro de embriões (MATOS et al., 2008). Os valores de VCL 

obtidos nesse estudo tanto da amostra fresca quanto a resfriada, para ambos os tratamentos, 

foram superiores a estudos para espermatozoides epididimários (LIMA et al., 2015). 

Para os parâmetros Velocidade média da trajetória (VAP), Velocidade linear 

progressiva (VSL), Linearidade (LIN), Amplitude do deslocamento lateral da cabeça (ALH) e 

Frequência do batimento flagelar (BCF) não houve diferença (p > 0,05) entre os tratamentos e 

tempos de avaliação. Os valores obtidos nesse estudo foram semelhantes aos observado por 

outros autores para a espécie felina doméstica (LIMA et al., 2015).   

A interpretação das variáveis obtidas pelo CASA é fundamental para determinar os 

índices de fertilidade de uma dada amostra espermática (ARRUDA et al., 2011). Embora o 

sistema CASA permita o monitoramento da qualidade espermática, as análises estão sujeitas a 

influências da metodologia, da experiência do observador, da concentração espermática e da 

frequência de aquisição de imagens (MATOS et al., 2008). Sendo assim, é importante a 

padronização da análise da amostra e da configuração para a espécie. Também é necessário 
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associar os resultados obtidos pelo CASA com outras avaliações, tais como testes de 

integridade da membrana plasmática, do acrossoma e do DNA e às taxas obtidas em 

biotécnica reprodutivas, como Inseminação Artificial, Produção In Vitro de Embriões e 

Injeção Intracitoplasmática de Espermatozoides (ICSI).   

 

5.2. MOTILIDADE, VIGOR, INTEGRIDADE E FUNCIONALIDADE DA MEMBRANA E 

CONDENSAÇÃO DA CROMATINA ESPERMÁTICA 

Os valores para as avaliações de motilidade, vigor, viabilidade, funcionalidade da 

membrana plasmática e condensação da cromatina foram expressos na Tabela 2. 

Tabela 2. Características das amostras espermáticas oriundas do epidídimo de gato 

doméstico por grupos (Amostra Fresca, Amostra Resfriada e Amostra Descongelada) e 

tratamentos (Controle, T10% e T20%) para as variáveis de motilidade, vigor, 

funcionalidade de membrana, integridade de membrana e condensação da cromatina. 

T10%: concentração de Aloe vera a 10%; T20%: concentração de Aloe vera a 20%; Controle: concentração de 

gema de ovo a 20%. a, b, c: letras diferentes na mesma coluna indicam valores diferentes entre grupos 

comparados (Fresco, Resfriado e Descongelado); A, B, C: letras diferentes na mesma coluna indicam valores 

diferentes entre os tratamentos comparados (controle, T10% e T20%). Teste de Kruskal-Wallis (motilidade, 

HOST, viabilidade e cromatinas condensadas) e teste de Mann-Whitney (vigor) (p < 0,05). 

 

Os resultados de motilidade não divergiram (p > 0,05) entre a amostra fresca e as 

amostras resfriadas tanto para controle como para os tratamentos T10% e T20%. Já após a 

descongelação, houve diferença (p < 0,05) entre o grupo descongelado e amostras fresca. Na 

literatura, os valores de motilidade após a descongelação variam de 20 – 40% para 

Tratamento 
Motilidade 

(%) 
Vigor (0-5) 

HOST (% 

membranas 

funcionais) 

Viabilidade 

(%membranas 

íntegras)  

Cromatinas 

condensadas 

(%) 

        Fresco 72,78 ± 8,70
a 

3,67 ± 0,50
a 

73,89 ± 12,40
a 

59,33± 10,16
a
 99,80 ± 0,24

 

R
es

fr
ia

d
o

 Controle 59,44 ±8,82
aA 

3,22 ± 0,44
aA

 64,44 ± 0,16
aA

 49,89 ± 10,73
aA

 - 

T10% 48,33 ±7,85
aA 

2,33 ± 1,12
bA

 49,78±15,01
aA

 
23,89 ± 14,30

bB
 

 
- 

T20% 48,33±20,31
aA 

2,56 ± 1,01
bA

 55,78 ± 5,33
aA

 
23,67 ± 14,70

bB
 

 
- 

D
es

co
n
g
el

ad
o

 Controle 36,33±11,28
bA 

3,22 ± 0,44
aA

 52,89 ± 6,49
aA

 35,56 ± 8,31
aA

 99,76 ± 0,44
 

T10% 12,78 ± 7,95
bB 

1,78 ± 1,20
bB

 35,56 ± 3,21
bB

 17,44 ± 8,28
bB

 99,84 ± 0,22
 

T20% 22,78±16,03
bAB 

2,11 ± 1,36
bB

 41,00±10,84
bB

 22,22 ± 9,50
bB

 99,98 ± 0,07
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espermatozoides epididimários (COCCHIA et al., 2010; MACENTE et al., 2012; KUNKITTI 

et al., 2016). O valor observado no grupo controle desse estudo encontra-se dentro dos limites 

relatados na literatura, diferente do observado para os tratamentos T10% e T20%.  

Quando comparados os tratamentos, no grupo descongelado, observou-se um 

decaimento da motilidade do tratamento T10% em relação ao controle.  Já o tratamento T20% 

não apresentou diferença (p > 0,05) quando comparado ao controle, indicando o possível 

efeito benéfico de maiores concentrações de A. vera na manutenção da motilidade 

espermática após a descongelação, embora o mesmo também tenha sido semelhante (p > 

0,05) ao tratamento T10%. 

O declínio da motilidade durante a criopreservação é previsto devido ao estresse 

osmótico que as células espermáticas são submetidas durante a congelação (MACENTE et al., 

2012). Adicionalmente, a criopreservação de espermatozoides epididimários apresenta 

resultados inferiores aos observados com sêmen (CHATDARONG et al., 2010; COCCHIA et 

al., 2010; ZAMBELI et al., 2010; MACENTE et al., 2012; KUNKITTI et al., 2016). Esses 

resultados podem estar associados à função de determinados constituintes do plasma seminal, 

como proteínas do choque térmico HPS70, lactotransferrinas e fosfolipases A2, que conferem 

maior termoresistência aos espermatozoides e auxiliam na redução do estresse oxidativo 

(BEZERRA et al., 2013). 

Em estudos anteriores, foram demostrados que espermatozoides do sêmen foram 

significativamente melhores, quanto à motilidade, integridade da membrana e do acrossoma, 

em comparação com os espermatozoides oriundos do epidídimo, em teste de tolerância ao 

choque frio sob adição de gema de ovo (HERMANSSON; AXNE, 2007). Contundo, Tebet 

(2004) relatou que células espermáticas oriundas do ejaculado e do epidídimo não 

apresentaram divergências na motilidade e vigor após a criopreservação, porém, os 

espermatozoides epididimários foram mais suscetíveis a lesões severas na integridade do 

acrossoma.  

A redução da motilidade espermática após a descongelação também pode ser 

explicada pela ação tóxica que o glicerol apresenta em contato com células na temperatura 

ambiente, interferindo negativamente na motilidade e viabilidade celular. Chatdarong et al. 

(2010) propuseram a diluição dos espermatozoides descongelado em tampão TRIS como 

método de redução  dos efeitos tóxicos dos crioprotetores, conseguido aumentar a motilidade 

para 64,2 ± 10,4%. 

Quanto ao vigor, o valor apresentado no estudo para amostra fresca, no intervalo de 3 

e 4, condiz com valores presentes na literatura para espermatozoides oriundos do epidídimo 
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(EMERENCIANO et al., 2013; LIMA; 2015; MACENTE, 2012). Durante o resfriamento, 

observou-se decaimento do vigor nos tratamentos T10% e T20%. O mesmo foi observado 

para as amostras descongeladas. Também foi observado que os tratamentos T10% e T20% 

diferiram (p < 0,05) quando comparados com o controle no grupo descongelado. Portanto, os 

resultados indicam que a Aloe vera não foi eficiente em manter o vigor espermático após 

descongelação.  

A partir do teste de viabilidade da membrana foram obtidos valores de membranas 

íntegras de 59,33 ± 10,16% para os espermatozoides frescos; estes valores se apresentaram 

dentro do intervalo de viabilidade (41,7% a 74,3%) descrito na literatura (COCCHIA et al., 

2010; EMERENCIANO et al., 2013). No resfriamento observou-se um declínio na 

integridade das membranas no tratamento T10% e T20% para 23,89 ± 14,30% e 23,67 ± 

14,70%, respectivamente. 
 
 O mesmo foi observado para as amostras descongeladas, 17,44 ± 

8,28% para T10% e 22,22 ± 9,50% para T20%. É relatado valores de viabilidade espermática 

entre 33,5% – 63,9% para espermatozoides epididimários criopreservados (TEBET, 2004, 

MARTINS, 2006, HERMANSSO; AXNE, 2007, COCCHIA et al., 2010,  

CHATDOARONG; THUWANUT; MORRELL, 2010; MACENTE, 2014, KUNKITTI et al., 

2016), apenas o tratamento controle (35,56 ± 8,31%) encontrou-se dentro dos valores do 

intervalo.  

A integridade da membrana é fundamental para que o espermatozoide consiga 

interagir/reconhecer o oócito na fecundação. Sabe-se que a criopreservação promove uma 

modificação na fluidez da membrana plasmática decorrente das interações moleculares dos 

fosfolipídios com o crioprotetor (SILVA; GUERRA, 2011). Além disso, ocorre um fenômeno 

de translocação dos fosfolipídios entre o folheto externo e o interno da bicamada lipídica, que 

torna o espermatozoide aparentemente capacitado (SILVA; GUERRA, 2011).  Cocchia et al. 

(2010) descreve que os espermatozoides podem também sofrer uma reação acrossômica 

prematura devido a modificação da permeabilidade da membrana plasmática aos íons de 

cálcio e por consequência, os valores de viabilidade dos espermatozoides criopreservados 

serem inferiores.  

A manutenção da viabilidade durante a criopreservação só foi observado para o 

tratamento com gema de ovo a 20%; possivelmente esse resultado se deve aos mecanismos de 

ação da gema, que além de promover a estabilização das membranas repõem os fosfolipídios 

que as compõem (MELO, 2010).  Já os tratamentos que empregaram A. vera apresentaram 

redução progressiva da viabilidade durante o resfriamento e após a descongelação, indicando 
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que as interações entre os polissacarídeos e a membrana plasmática não foram eficientes na 

proteção contra as crioinjúrias.  

 Na realização do teste hiposmótico observou-se que todos os tratamentos (controle, 

T10%, T20%) mantiveram a funcionalidade da membrana durante o resfriamento. Entretanto 

ocorreu um declínio nos valores de T10% e T20% após a descongelação, sendo esses valores 

diferentes (p < 0,05) dos observados no grupo controle. Os valores de funcionalidade de 

membrana obtidos neste estudo em todos os tratamentos e tempos encontram-se dentro do 

intervalo relatado na literatura (MACENTE, 2014; LIMA et al., 2015).  

A funcionalidade da membrana plasmática do espermatozoide está associada a sua 

integridade, podendo ser um indicador de fertilidade, visto que a viabilidade da membrana é 

um requisito para que ocorra a fertilização (BITTENCOURT et al., 2006).  O padrão de 

resultado obtido pelo teste hiposmótico assemelha-se aos valores para o parâmetro da 

viabilidade, onde apenas o controle manteve-se ideal após a descongelação.  Possivelmente, a 

Aloe vera não é eficiente na promoção da proteção da membrana plasmática, vistos os baixos 

índices de reatividade ao HOST pelos espermatozoides que foram criopreservados com esta 

solução.  

 A análise da integridade da cromatina foi realizada apenas nas amostras frescas e 

descongeladas, visto que a variação observada na literatura é mínima para outras espécies e 

entre os momentos/períodos/curva de congelação utilizadas. Nos valores de condensação de 

cromatina não foram observadas diferenças (p > 0,05) entre os espermatozoides antes e após a 

criopreservação, indicando que A. vera não altera de maneira significativa a integridade da 

cromatina durante o congelamento. A cromatina é constituída pelo ácido desoxirribonucleico 

(DNA) associado a proteínas e a uma pequena quantidade de ácido ribonucleico (RNA), 

localizada no interior do núcleo da célula. Sabe-se que a condensação da cromatina dos 

espermatozoides inicia nos testículos e continua durante sua passagem pelo epidídimo. O grau 

de compactação da cromatina espermática é importante para a preservação do material 

genético e transmissão das características genéticas para prole (NAVA-TRUJILLO; 

HERNÁNDEZ-FERNÁNDEZ; QUINTERO-MORENO, 2012, KUNKITTIN et al., 2016).  

Kunkittin et al. (2016) relata que a cromatina dos espermatozoides do gato doméstico 

apresenta um bom grau de estabilidade e tolerância a crioestresses quando comparado a 

células espermáticas de humano, equino e canino. 
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5.3. MORFOLOGIA ESPERMÁTICA 

O percentual de células espermáticas com morfologia normal e a classificação dos 

defeitos morfológicos estão apresentados na Tabela 3. 

Tabela 3. Morfologia e classificação dos defeitos espermáticos de gatos domésticos 

avaliados em diferentes momentos (Amostra Fresca, Amostra Resfriada e Amostra 

Descongelada) e tratamentos (Controle, T10% e T20%). 

Tratamento 
Morfologia  

(% Células normais) 
AC % AP% AK% 

Fresco 41,89 ± 11,50
a
 89,46 ± 6,22

a 
7,95 ± 5,33

a
 2,59 ± 2,47

a
 

R
es

fr
ia

d
o

 Controle 40,17 ± 5,37
aA

 90,06 ± 2,04
aA

 7,79 ± 3,19
aA

 2,15 ± 1,59
aA

 

T10% 38,28 ± 9,64
aA

 91,05 ± 4,88
aA

 6,27 ± 3,57
aA

 2,68 ±3,11
aA

 

T20% 37,44 ± 4,97
aA

 92,41 ± 4,04
aA

 5,48 ± 2,23
aA

 2,11 ± 2,19
aA

 

D
es

co
n
g
el

ad
o

 

Controle 40,67 ± 6,93
aA

 97,74 ± 1,65
bA

 1,78 ± 1,67
aA

 0,48 ±0,09
aA

 

T10% 35,89 ± 7,80
aA

 94,39 ± 6,10
aA

 2,03 ± 1,61
bA

 3,58 ± 6,56
aA

 

T20% 35,83 ± 7,79
aA

 95,14 ± 3,01
aA

 2,76 ± 1,96
aA

 2,10 ± 2,55
aA

 

T10%: concentração de Aloe vera a 10%; T20%: concentração de Aloe vera a 20%; AC: Anormalidade de 

cauda; AP: Anormalidade na peça intermediária; AK: Anormalidade de cabeça. a, b, c: letras diferentes na 

mesma coluna indicam valores diferentes entre grupos comparados (Fresco, Resfriado e Descongelado); A, B, C: 

letras diferentes na mesma coluna indicam valores diferentes entre os tratamentos comparados (controle, T10%,e 

T20%). Teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05). 

 

No presente estudo, a porcentagem de espermatozoides epididimários normais foi 

inferior aos valores apresentados na literatura para amostras espermáticas consideradas 

normais (FLORIANO, 2011). Apenas dois de dez lavados epididimários coletados no 

presente estudo apresentaram morfologia normal, com cerca de 58,5% e 54% de normalidade 

(Figura 3).  Não foram observadas divergências (p > 0,05) entre os tratamentos ou entre o 

resultado fresco, resfriado e descongelado. Dentre as anormalidades quantificadas, os defeitos 

de cauda foram os mais presentes, seguido dos defeitos de peça intermediaria e cabeça. 

A análise morfológica é um importante parâmetro para determinar a qualidade da 

amostra espermática e, consequentemente, a fertilidade do macho; principalmente, nos 

indivíduos da família Felidae, que são acometidos de um elevado índice de anormalidade 

(LEITE, 2009).  Segundo Swanson et al. (2003), das 37 espécies de felinos, 28 são 

classificadas como teratozoospérmicas, incluindo o gato doméstico. 
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Figura 3. Morfologia dos espermatozoides epididimários frescos de gatos domésticos.  

 

(A) Lavado epididimário normoespérmicos, com 58,5% de células morfologicamente normais, visualizado em 

microscópio (400X). (B) e (C) Lavado epididimário teratospérmicos, com 32% e 48,5% de células 

morfologicamente normais, respectivamente, visualizadas em aumento de 400X.  As setas indicam as alterações 

morfológicas nas células espermáticas, sendo preta para alterações de cauda enrolada; azul para cauda quebrada; 

vermelha para peça intermediária quebrada; e verde para peça intermediária dobrada. Coloração: Rosa Bengala 

(1,5%). Barra de escala: 50µm. Fonte: Acervo do autor. 

 

Espermatozoides de animais teratozoospérmicos possuem capacidade reduzida de 

sofrer capacitação no trato reprodutor da fêmea, de penetração na zona pelúcida e de sofrer 

reação acrossômica. Além disso, é sabido que estes são mais sensíveis ao processo de 

criopreservação, inviabilizando, muitas vezes, a execução da biotécnica (LEITE, 2009). 

Segundo Pukazhenthi et al. (2001), os principais defeitos presentes nos espermatozoides de 

felinos teratozoospérmicos são os de peça intermediária dobrada, cauda dobrada, cauda 

fortemente enrolada e defeitos de acrossoma.  

No presente estudo, as alterações observadas com maior frequência foram a cauda 

dobrada e/ou enrolada e a peça intermediaria dobrada. Essas deformações morfológicas estão 

associadas a defeitos secundários, possivelmente causados durante o armazenamento e 

maturação no epidídimo, ou podem também ser ocasionados durante a manipulação da 

amostra (FLORIANO, 2011).   

Foi observado que ocorreu um aumento entre os valores dos defeitos de cauda dos 

espermatozoides frescos em relação aos descongelados do grupo controle. Isso pode ser 

explicado por possível aglutinação da gema de ovo na estrutura da cauda promovendo 

deformidades (VILLAVERDE et al., 2008). Os defeitos nos flagelos também podem ser 

resposta de um possível choque térmico e/ou osmótico durante o processo de criopreservação, 

principalmente na descongelação que é uma fase crítica, responsável por maior parte das 

lesões as células espermáticas (TEBET, 2004).  
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 Também foram observadas diferenças (p < 0,05) entre o fresco e o descongelado para 

o tratamento T10% na quantificação dos defeitos de peça intermediaria. Esse resultado é 

similar aos achados de Maciel-Melo et al. (2015) que observaram redução do número de 

espermatozoides normais nos tratamentos contendo A. vera a 5% (79,71%) e 10% (80,64%) 

em relação ao controle, com apenas DMSO, (86,36%), para o tambaqui. 

A qualidade das amostras espermáticas está relacionada a fatores genéticos, 

nutricionais e ambientais. Sabe-se que a teratozoospermia está intimamente relacionada à 

baixa variabilidade genética dos felinos. Entretanto alguns desses defeitos podem ser 

expressos nos espermatozoides apenas temporariamente e, portanto, não implicam na 

infertilidade do felino. Além disso, acredita-se que a teratozoospermia é compensada pela 

maior produção de espermatozoides (MORAIS et al., 2002; PUKAZHENTHI et al., 2006). 

NEUBAUER et al. (2004) propuseram a avaliação histomorfológica e a quantificação 

populacional das células espermáticas por citometria de fluxo em gatos domésticos 

normoespérmicos e teratozoospérmicos, obtendo resultados de volume testicular maior para 

os machos teratozoospérmicos quando comparado com os normoespérmicos. Também foram 

reveladas maiores quantidades de células espermatogênicas (184,3 ± 8,3 para animais 

teratospérmicos e 117,6 ± 8,4 para normoespérmicos) por túbulo e, menor número de células 

de Sertoli por unidade de tecido (13,7 ± 0,3 e 19,4 ± 1,1 para teratospérmicos e 

normoespérmicos, respectivamente). 

Espermatozoides teratozoospérmicos são mais suscetíveis a danos na membrana 

induzidos pelo resfriamento durante o processo de criopreservação (TEBET, 2004). 

Pukazhenthi et al. (1999) relataram a comparação de populações de espermatozoides normais 

e anormais, obtendo para amostras normoespérmicas uma redução da integridade do 

acrossoma de 75,5 ± 5% para 64,7 ± 7,7%; enquanto que para os espermatozoides 

teratozoospérmicos foi de 68,3 ± 3,9% para 56,8 ± 3,6%.  Possivelmente a maior 

sensibilidade ao resfriamento/congelamento deve-se a diferenças na composição e/ou 

estrutura dos fosfolipídios da membrana plasmática dos espermatozoides anormais, que 

poderia influenciar nas propriedades de fluidez e características de transição de fase. Em 

humanos inférteis, já é sabido que as células espermáticas apresentam maior quantidade de 

colesterol e isso está relacionado a uma capacitação mais lenta (HOSHI et al., 1990). 

Portanto, os resultados apresentados no estudo podem ser otimizados em amostras biológicas 

com maior população de espermatozoides normais. 
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5.4. PERSPECTIVAS DA APLICAÇÃO DA Aloe vera NA CONSERVAÇÃO DOS 

ESPERMATOZOIDES  

 Diversos trabalhos propuseram a aplicação do extrato da A. vera na conservação de 

espermatozoides oriundos do ejaculado e do epidídimo de inúmeras espécies domésticas 

(MELO, 2010; AGUIAR et al., 2012; CÂMARA et al., 2012; FARIAS et al., 2012; 

VARGAS, 2012; DE MELO, 2015; MELO-MACIEL et al., 2015; SOUZA et al., 2016). Até 

o presente momento, este é o primeiro trabalho que realizou a congelação dos 

espermatozoides epididimários de felino doméstico utilizando a A. vera. 

 A partir dos resultados expostos pode-se perceber que a A. vera não permitiu a 

conservação da motilidade espermática após a criopreservação. Embora os resultados não 

tenham sido satisfatório para a espécie felina, a A. vera apresenta em sua composição outras 

substâncias que podem ser exploradas com a finalidade de impedir possíveis contaminações 

microbiológicas, como as antraquinonas, saponinas e fenóis; bem como, substâncias que 

podem ser utilizada para minimizar o estresse oxidativo das células espermáticas e auxiliar na 

manutenção da qualidade do seu movimento, tais como a vitamina E (MELO, 2010; SOUZA 

et al., 2016).  

Além disso, foi notado durante a execução do experimento que as amostras 

criopreservadas com A. vera apresentaram aspecto mais dessujo (claro), facilitando a 

visualização e manipulação posterior.  Diante disso, o emprego da A. vera permitiria a 

utilização dos espermatozoides na Produção In Vitro de Embriões (PIVE).  

 Em outros estudos que utilizaram a A. vera percebeu-se que concentrações menores 

conferiam maiores vantagens (MELO, 2010; MELO-MACIEL et al., 2015) diferentemente do 

observado em nosso estudo. Entretanto deve-se considerar que o extrato vegetal está sujeito a 

variações ambientais de clima e solo, que afetam diretamente a composição do parênquima da 

planta (MELO, 2010).  Além disso, a necessidade da célula espermática e/ou sensibilidade 

difere para cada espécie animal, o que faz necessário o desenvolvimento de diluentes e meios 

crioprotetores específicos para manutenção da motilidade dos espermatozoides após a 

criopreservação.  

 Acredita-se que a padronização da A. vera a partir de formulações liofilizadas e 

bioquimicamente caracterizadas permita a conservação dos seus constituintes (e/ou principio 

ativo) de maneira mais adequada e consequentemente, a utilização da A. vera em diversos 

outros protocolos de criopreservação (FREITAS; RODRIGUES; GASPI, 2014).  
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6. CONCLUSÃO  

 O extrato bruto de A. vera adicionado ao meio diluidor TRIS, nas concentrações de 

10% e 20%, não permitiu a manutenção do movimento e da integridade e funcionalidade da 

membrana dos espermatozoides criopreservados.  

Contudo, como esse trabalho é pioneiro no emprego da A. vera na criopreservação dos 

espermatozoides epididimários de felinos domésticos, se faz necessário outros estudos sobre o 

efeito de concentrações mais elevadas visando o desenvolvimento de protocolos de 

criopreservação para felinos que obtenham bons resultados nas amostras descongeladas.    
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