
Acta Scientiae Veterinariae, 2019. 47: 1715.

	 RESEARCH ARTICLE
    Pub. 1715

ISSN 1679-9216

1

DOI: 10.22456/1679-9216.98684
Received: 12 August 2019                                                             Accepted: 25 November 2019                                                       Published: 14 December 2019

1Programa de Pós-Graduação em Ciências Veterinárias (PPGCV); 2Rede Nordeste de Biotecnologia (RENORBIO) & 3Mestrado Profissional em 
Biotecnologia em Saúde Humana e Animal (MPBIOTEC), Faculdade de Veterinária, Universidade Estadual do Ceará (UECE), Fortaleza, CE, Bra-
zil. CORRESPONDENCE: J.F. Nunes [ferreira.nunes@uece.br]. PPGCV - Faculdade de Veterinária - UECE. Av. Dr. Silas Munguba n. 1700. CEP 
60.714.903 Fortaleza, CE, Brazil.

Influência do meio de conservação à base de água de coco em pó (ACP-102c) na 
manutenção da atividade mitocondrial de espermatozoides ovinos criopreservados

Influence of Coconut Powder Water-Based Conservation Medium (APC-102c) for Maintaining 
Mitochondrial Activity of Cryopreserved Ram Sperm

Bruna Farias Brito1, Bárbara Mara Bandeira Santos2, Leonardo Alves Rodrigues Cabral1,  
David Baruc Cruvinel Lima1, Cristiane Clemente de Mello Salgueiro3 & José Ferreira Nunes1

ABSTRACT 

Background: Semen extenders are required to protect and preserve semen, and the development of suitable extenders is 
key for artificial insemination. Although the use of Tris-based diluent is widespread, new diluents such as powdered co-
conut water have been developed for better sperm protection. One way to evaluate the effectiveness of diluents is through 
microscopic analyses that evaluate sperm motility, vigor, and concentration. However, these analyses are limited, and may 
not provide accurate results. New evaluation techniques have been studied, and one of the tests that can be used to add 
reliability to these analyses is mitochondrial activity evaluation, which can sum all the parameters, and provide a more 
accurate evaluation. Thus, the present study aimed to evaluate the efficacy of ACP-102c in cryopreserved ram semen.
Materials, Methods & Results: Five semen samples were collected from two ram breeders using artificial vagina (n = 10). 
Each ejaculate was divided into the following two treatments: T1 - ACP-102c + 20% egg yolk + 7% glycerol and T2 - TRIS 
+ 20% egg yolk + 7% glycerol. Extended semen samples were then packed in 0.5 mL plastic straws, subjected through the 
refrigeration curve up to 4°C (0.35°C/min), and equilibrated for 2 h at 4°C. Subsequently, the straws were placed at 4 cm 
above liquid nitrogen level (-60°C) for 15 min, immersed, and then finally stored in the liquid nitrogen at -196°C. Both 
fresh and thawed samples were evaluated for total and progressive sperm motility using conventional microscopy (40x), 
and the same evaluator on each occasion. For plasma membrane integrity (IMP), the smear staining technique with the 
Eosin-Nigrosin staining was used; 200 sperms were counted and classified as whole (unstained) and unhealthy (stained). 
Mitochondrial activity was evaluated using a cytochemical technique based on the oxidation of 3,3’-diaminobenzidine 
(DAB); 200 sperms were counted, and classified into four classes (I, II, III, and IV) according to the degree of coloration of 
the intermediate part. Fresh semen showed no significant difference (P > 0.05) between treatments with respect to motility 
parameters; however, T2 showed significantly inferior results regarding plasma membrane integrity. After thawing, T2 
was significantly higher in sperm motility parameters compared to T1. The mitochondrial activity and plasma membrane 
integrity parameters did not show any significant difference between the treatments.
Discussion: The TRIS-based diluent showed higher motility values than ACP-102c; however, motility rates in ACP-102c 
diluent, although lower, are considered satisfactory for insemination, which requires semen with minimal progressive 
motility of 30%. Notably, the cryopreservation protocol used in this study is the standard for TRIS-based diluent, and it is 
known that the optimal rate of refrigeration and cryopreservation may differ according to the composition of the storage 
medium; therefore, we may assume that the protocol used is not yet appropriate for the ACP-102c diluent, and further 
studies are required. IMP is an essential attribute for fertilization, and cryopreservation can affect the plasma membrane 
as observed in this study. Cryopreserved semen reduced the percentage of class I mitochondrial reaction sperms in both 
treatments, demonstrating that cryopreservation affects the mitochondrial activity of the intermediate portion of the sperm; 
however, there was no difference between treatments in thawed semen. Thus, we concluded that the ACP-102c conserva-
tion medium maintains seminal quality after thawing, and it can be used in artificial insemination processes.
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INTRODUÇÃO

A sobrevivência dos espermatozoides no plas-
ma seminal é limitada, assim, para manter a qualidade 
seminal por um período prolongado e submetê-lo ao 
processo de criopreservação, faz-se necessária à dilui-
ção em soluções protetoras. Diferentes meios têm sido 
empregados como diluentes seminais e em sua maioria 
são variações de diluentes pré-estabelecidos [11].

No Brasil, a utilização de diluentes alternativos 
parece ser a solução para a adoção da inseminação ar-
tificial pelos pequenos produtores, já que as doses de 
sêmen, principalmente importada, têm um custo bastante 
elevado. Nesse contexto, destacamos o uso do diluente à 
base de água de coco, contendo proteínas, sais, açúcares, 
fatores de crescimento e fosfolipídios [21].

Uma forma de avaliar a eficácia dos diluentes é 
através de análise microscópica, onde parâmetros como 
motilidades, vigor e concentração espermática são ana-
lisados, no entanto, estas análises são limitadas, e muitas 
vezes não demonstram acurácia completa da amostra [17].

Portanto, novas técnicas de avaliação seminal 
vêm sendo estudadas, com o intuito de somar todos os 
parâmetros e obter uma avaliação de caráter qualita-
tivo mais fidedigno e confiável. O desenvolvimento 
de técnicas que buscam a avaliação do status funcio-
nal das organelas espermáticas ou a integridade de 
componentes celulares permite uma maior acurácia e 
novas perspectivas para o problema [6]. Um dos testes 
utilizados para avaliar a atividade das mitocôndrias é a 
técnica citoquímica [12], baseada na oxidação da 3,3’- 
diaminobenzidina (DAB) pelo Complexo Citocromo C.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os 
efeitos do meio de conservação ACP-102c na criopre-
servação de espermatozoides ovinos.

MATERIAIS E MÉTODOS

Local do experimento

O experimento foi executado no Laboratório 
de Tecnologia do Sêmen Caprino e Ovino (LTSCO), 
inserido no Núcleo Integrado de Biotecnologia (NIB) 
da UECE. O Núcleo está localizado na cidade de 
Fortaleza, no Estado do Ceará, Brasil, com latitude de 
3º43’47” sul e longitude de 38º30’37” oeste e altitude 
de 16 metros acima do nível do mar. O clima da região, 
de acordo com a classificação de Koppen, é quente e 
úmido, com médias térmicas variando entre 26 a 27ºC, 
máximas de 30ºC e mínimas de 19ºC.

Animais e coleta seminal

Utilizaram-se dois reprodutores ovinos adultos 
de idade média de 4 anos, mantidos em baias indivi-
duais, alimentados com feno de tifton (Cynodon sp.) 
e concentrado comercial com 18% de proteína bruta, 
além de sal mineral e água à vontade. As colheitas de 
sêmen foram realizadas com uso de vagina artificial, 
uma vez por semana, perfazendo cinco colheitas por 
animal, totalizando 10 ejaculados. Após a colheita, 
avaliou-se cada ejaculado quanto ao volume, concen-
tração, motilidade massal, percentual de espermatozoi-
des móveis e vigor. Foram utilizados apenas ejaculados 
com volume superior a 0,5 mL, concentração mínima 
de espermatozoides de 3,5 x 109 espermatozoides/mL, 
escore mínimo de 3,5 para motilidade massal e vigor, 
percentual de espermatozoides móveis superior a 80%.

Criopreservação seminal

Para a criopreservação utilizaram-se os diluen-
tes ACP-102c e TRIS. O diluente a base de água de 
coco em pó (ACP-102c)1 foi preparado segundo reco-
mendação do fabricante. O diluente TRIS, baseado no 
proposto por Evans & Maxwel [7], consistiu na adição 
de 300 mM de Tris-(hidroximetil)-aminometano [Tris 
(Hidroximetil) Amino Metano P.A. - ACS]2 , 94,7 mM 
de ácido cítrico monohidratado (Ácido Cítrico P.A. - 
ACS)2 e 27,8 mM de frutose (D- Frutose Puríssima)2. 
Ambos diluentes foram acrescidos de 20% de gema de 
ovo, 7% de glicerol e 40 mg/100 mL de gentamicina 
(Gentamax®)3 para cada 100 mL de diluente.

Os ejaculados foram divididos em duas alíquo-
tas e diluídos a 34°C nos tratamentos ACP-102c (T1) e 
TRIS (T2) obtendo uma concentração final de 400 x 106 
espermatozoides/mL. Em seguida, as amostras foram 
envasadas palhetas de inseminação artificial de 0,5 mL 
(Palhetas francesas IMV)4 e refrigeradas até 4°C em 
90 min, a um decréscimo de 0,35ºC/min. Ao atingir 
4°C, as amostras foram acondicionadas em geladeira 
a 4°C por 2 h, para estabilização. Após este período, 
as palhetas foram congeladas em vapor de nitrogênio 
(-60°C) por 15 min, a uma altura de 4 cm do nitrogênio 
líquido, e então imersas em nitrogênio líquido a -196°C 
para armazenamento em botijões criogênicos.

Avaliação seminal

Para avaliação do sêmen criopreservado, duas 
palhetas por diluente/animal foram descongeladas ba-
nho Maria (Bivolt BM02)5 a 37°C por 30 s, acondicio-
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nadas em tubos de plástico (eppendorfs)6 e incubadas 
por 5 min em banho Maria a 37ºC.

As amostras foram avaliadas quanto à moti-
lidade espermática total e progressiva, à viabilidade 
espermática e à atividade mitocondrial espermática no 
sêmen fresco (diluído) e pós-descongelação.

Para análise da motilidade espermática total e 
progressiva as amostras foram rediluídas utilizando o 
mesmo diluente de cada tratamento, de forma a se obter 
uma concentração espermática final em média de 40 x 
106 espermatozoide/mL, assegurando a confiabilidade 
dos resultados. Alíquotas de 10 µL de cada amostra 
foram analisadas individualmente em lâmina e lamí-
nula pré-aquecidas a 37°C e avaliadas em microscopia 
convencional (40x) (Nikon Eclipse 50i)7, sempre pelo 
mesmo avaliador.

A integridade de membrana plasmática (IMP) 
foi avaliada pela técnica de coloração de esfregaço 
utilizando o corante eosina-nigrosina (1 g de eosina 
amarela P.A2, 2 g nigrosina P.A.2, 3,57 g de citrato de 
sódio P.A.2 e água destilada q.s.p. 100 mL) [1]. Foram 
confeccionados esfregaços em lâmina pré-aquecida a 
37ºC utilizando 5 μL do corante eosina-nigrosina adi-
cionado de 5 μL do sêmen rediluído. Foram contadas 
200 células espermáticas e classificadas como íntegras 
(não coradas) e não íntegras (coradas) e considerado o 
percentual de células íntegras.

A atividade mitocondrial foi avaliada pela téc-
nica citoquímica [12]. Foi pesado 0,0045 g do reagente 
(3,3’-diaminobenzidina - DAB)8 e diluído em 300 µL 
de solução tampão fosfato salina (PBS)8. A seguir, uma 
alíquota de 25 μL de amostra foi incubada com 50 μL 
de DAB+PBS, a 37ºC, por 40 min. Após incubação, 
foram confeccionados esfregaços em lâmina de vidro 
pré-aquecidas, estas fixadas em formol a 10% por 10 
min, lavadas com água destilada e secas em tempera-
tura ambiente (22°C). Todo o procedimento deste teste 
foi realizado protegido da luz.

Para análise da atividade mitocondrial, as lâ-
minas foram observadas em microscópio de contraste 
de fase em aumento de 400x, sendo contados 200 es-
permatozoides/lâmina, e classificados de acordo com 
o grau de coloração da peça intermediária em quatro 
classes: classe I: células espermáticas com peça inter-
mediária totalmente corada, indicando alta atividade 
mitocondrial (DAB I); classe II: células espermáticas 
com mais da metade dos segmentos corados (ativos), 
indicando média atividade mitocondrial (DAB II); 

classe III: células espermáticas com menos da meta-
de dos segmentos corados (ativos), indicando baixa 
atividade mitocondrial (DAB III); classe IV: células 
espermáticas com peça intermediária totalmente des-
corada, indicando ausência de atividade mitocondrial 
(DAB IV) [12].

Análise estatística

Os dados obtidos foram expressos em média e 
desvio padrão e analisados através do programa esta-
tístico Graphpad Prism (versão 5.01)9. Os dados foram 
submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e 
posteriormente sofreram transformação angular em 
Arcoseno das porcentagens. As proporções encontra-
das para os parâmetros espermáticos e atividade mito-
condrial foram submetidas ao teste T para comparação 
entre os diluentes em cada tempo de criopreservação, 
assim como para cada diluente nos diferentes tempos 
de criopreservação. Os resultados foram considerados 
significativos quando P < 0,05.

RESULTADOS

No presente estudo, o sêmen ovino foi diluído 
e criopreservado em meios à base de ACP-102c (T1) e 
TRIS (T2). O sêmen fresco não apresentou diferenças 
estatísticas entre os tratamentos quanto aos parâmetros 
de motilidades (P > 0,05); no entanto, as amostras di-
luídas no T2 apresentaram resultados estatisticamente 
inferiores no tocante à viabilidade espermática (P < 
0,05) [Tabela 1]. Quando comparado o sêmen fresco 
diluído com o pós-descongelado, o sêmen fresco diluí-
do apresentou resultados estatisticamente superiores (P 
< 0,05) em todos os parâmetros avaliados independente 
do diluente utilizado no sêmen ovino (Tabela 1).

Nas amostras de sêmen pós-descongelação, o 
T2 foi estatisticamente superior nos parâmetros esper-
máticos de motilidade quando comparado ao T1 (P < 
0,05). Em relação a viabilidade espermática não foram 
observadas diferenças estatísticas significativas entre os 
tratamentos após a descongelação (P > 0,05) [Tabela 1].

Em relação à atividade mitocondrial no sê-
men ovino (Tabela 2), não houve diferença estatística 
significativa entre os diluentes na avaliação do sêmen 
fresco, bem como no descongelado (P > 0,05). No en-
tanto, ao comparar cada diluente nos diferentes tempos 
(fresco e descongelado), o T1 apresentou diferença 
estatística significativa nas classes I, II e II, e o T2 nas 
classes I e IV (P < 0,05). 
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DISCUSSÃO

Para criopreservação seminal é necessário a 
diluição do sêmen em soluções protetoras afim de 
manter a qualidade seminal por um período prolon-
gado.  Em relação à motilidade total e progressiva no 
sêmen descongelado do presente estudo, o diluente à 
base de TRIS apresentou valores superiores em rela-
ção ao diluente ACP-102c, corroborando com estudos 
anteriores, que ao avaliar sêmen ovino criopreservado 
observou que o TRIS também apresentou resultados 
superiores [4]. Entretanto, não foram observadas dife-
renças estatísticas entre o TRIS e a ACP-106c, quanto a 
motilidade espermática quando avaliado sêmen canino 
descongelado [23]. Já em estudo posterior, também foi 
observado os mesmos resultados, do presente trabalho, 
sugerindo a ACP-106c como um diluente alternativo 
para o sêmen de cães [17]. 

Vários estudos mostram uma estreita relação 
entre motilidade seminal e o poder fecundante do 
sêmen [13,27], o que reforça a importância desse 
parâmetro para averiguar se um animal pode ser um 
reprodutor fértil. As taxas de motilidade no diluente 
ACP-102c, apesar de inferiores, são consideradas 
satisfatórias para inseminação, que exige sêmen com 
motilidade progressiva mínima de 30% [5]. De fato, ao 

inseminarem ovelhas utilizando ACP-102c e água de 
coco in natura em sêmen refrigerado, obtiveram taxas 
de parição satisfatórias [16], e em outro obtiveram boas 
taxas de parição com sêmen refrigerado por 24 h em 
meio contendo água de coco em pó e in natura [8].

A viabilidade espermática avaliada pelo teste 
utilizando eosina-nigrosina (EN) foi afetada pela crio-
preservação em ambos os tratamentos; no entanto, não 
houve diferença estatística significativa entre TRIS e 
ACP-102c pós-descongelação, o que corrobora com 
resultados observados na literatura, quando compara-
do sêmen ovino criopreservado nos diluentes TRIS e 
ACP-102c [3]. A integridade da membrana espermáti-
ca é um atributo essencial para a fertilização, e a crio-
preservação é capaz de afetar a membrana plasmática, 
bem como a região flagelar [14], como foi constatado 
nesse estudo.

Em relação à atividade mitocondrial (Tabela 
2), o sêmen criopreservado reduziu a porcentagem 
de espermatozoides com reação mitocondrial classe 
I nos dois tratamentos. No tratamento ACP-102c 
observou-se um aumento das classes II e III; no 
entanto, o número de espermatozoides classe IV se 
manteve. Já no tratamento TRIS foi observado um 
aumento do número de espermatozoides com ausência 
de atividade mitocondrial (classe IV). Desta forma, 

Tabela 1. Parâmetros de motilidade total (MT) e progressiva (MP) e integridade de membrana plasmática (IMP) do sêmen ovino fresco 
e descongelado nos diluentes ACP-102c (T1) e TRIS (T2).

Fresco Descongelado

Parâmetro ACP-102c TRIS ACP-102c TRIS

MT (%) 86,50 ± 7,47aA 86,50 ± 7,47aA 49,00 ± 11,97aB 59,00 ± 9,94bB

MP (%) 80,00 ± 8,20aA 80,00 ± 8,20aA 36,50 ± 9,40aB 45,00 ± 10,80bB

IMP (%) 91,55 ± 5,22aA 77,80 ± 7,08bA 60,50 ± 14,67aB 58,05 ± 14,71aB

Valores expressos em médias ± desvios padrões. a,bDiferença estatística entre os diluentes em cada tempo de avaliação (P < 0,05). A,BDiferença estatística 
entre os tempos de avaliação para cada diluente (P < 0,05).

Tabela 2. Avaliação da atividade mitocondrial (DAB) do sêmen ovino fresco e descongelado nos diluentes ACP-102c (T1) e TRIS (T2).

Fresco Descongelado

Classes DAB ACP-102c TRIS ACP-102c TRIS

I 79,09 ± 10,52aA 74,44 ± 8,54aA 64,80 ± 12,74aB 61,05 ± 12,14aB

II 11,19 ± 7,71aA 15,88 ± 3,33aA 16,98 ± 7,62aB 21,60 ± 6,87aA

III 7,18 ± 4,04aA 7,79 ± 4,99aA 13,85 ± 7,19aB 11,30 ± 5,61aA

IV 2,55 ± 2,49aA 1,90 ± 2,37aA 4,87 ± 4,01aA 6,05 ± 5,14aB

Valores expressos em médias ± desvios padrões. a,bDiferença estatística entre os diluentes em cada tempo de avaliação (P < 0,05). A,BDiferença estatística 
entre os tempos de avaliação para cada diluente (P < 0,05). I= alta atividade mitocondrial; II= média atividade mitocondrial; III= baixa atividade mito-
condrial; IV= ausência de atividade mitocondrial.
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demonstra-se que o processo de congelação do sêmen 
afeta a atividade das mitocôndrias presentes na peça 
intermediária dos espermatozoides. No entanto, não 
houve diferença significativa entre os tratamentos no 
sêmen descongelado, demonstrando que o ACP-102c é 
um eficiente crioprotetor para a atividade mitocondrial 
na pós-descongelação. Em estudo com caprinos, tam-
bém observaram diferença significativa na atividade 
mitocondrial entre o sêmen fresco e criopreservado [3]. 
No presente trabalho, mais da metade das células esper-
máticas permaneceram com alta atividade mitocondrial 
na análise pós-descongelação, o que pode justificar os 
índices de motilidade satisfatórios nos dois diluentes.

Estudos relacionam as disfunções mitocon-
driais causadas pela criopreservação espermática ao 
estresse oxidativo e à diminuição da atividade mito-
condrial [19]. Ao avaliar pacientes com infertilidade, 
foi observado que estes possuíam baixa atividade 
mitocondrial [28], em adição a isso, em outro estudo, 
ao realizarem experimento com fecundação in vitro, 
observaram que amostras com maior poder fecundante 
possuíam células espermáticas com alto potencial de 
membrana mitocondrial [15].

Uma estreita relação da atividade mitocondrial 
com a motilidade das células espermáticas já foi obser-
vada, sugerindo que algumas causas de azoospermia 
no homem poderia ter relação com defeitos na função 
mitocondrial [20]. Adicionalmente, também já foi 
observado que pacientes com desordens mitocondriais 
primárias tinham motilidade espermática reduzida [9].

Desta forma, o dano mitocondrial durante a 
criopreservação pode ser a maior razão para redução da 
qualidade do sêmen pós-descongelação [23]. Variáveis 
como motilidade total e progressiva podem ser consi-
deradas indicadores indiretos da função mitocondrial 
da célula espermática [2].

Neste estudo, foi observado que no parâmetro 
DAB, houve uma redução da atividade mitocondrial 
classe I de aproximadamente 14,29%, no diluente 
ACP-102c, e 13,39% no diluente TRIS da atividade 
mitocondrial antes e pós-congelação, enquanto que 
na motilidade espermática essa redução foi de 37,5% 
(ACP-102c) e 27,5% (TRIS), demonstrando que as 
células mesmo apresentado atividade mitocondrial, 
podem estar imóveis, o que corrobora com a literatura, 
que verificaram ser possível haver espermatozoides 
vivos, mas sem motilidade [26].

Resultados como os obtidos nesse experimento 
demonstram que o ACP-102c tem a capacidade de 
manter a membrana espermática íntegra e uma alta 
atividade mitocondrial após a criopreservação; no 
entanto, não foi capaz de manter a motilidade esper-
mática semelhante ao diluente TRIS, mas vale ressaltar 
que apesar do ACP-102c ter sido inferior em relação a 
motilidade, os dados obtidos estão acima do recomendo 
pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal.  Além 
disso, o protocolo de criopreservação utilizado nesse 
estudo é o padrão para o diluente à base de TRIS, e 
sabe-se que a taxa ótima de refrigeração e criopreser-
vação pode diferir de acordo com a composição do 
meio de conservação [21], podemos assim supor que 
o protocolo utilizado ainda não seja o mais apropriado 
para o ACP-102c, sendo necessário mais estudos.  

CONCLUSÃO

O meio de conservação ACP-102c se mostrou 
eficiente na manutenção da qualidade dos espermatozoi-
des ovinos criopreservado, já que mantém a integridade 
da membrana, a atividade mitocondrial e a motilidade 
espermática recomendados pelo CBRA. Como comple-
mento, possui um menor custo econômico e com uma 
relação custo/benefício positiva para os programas de 
inseminação artificial e uma maior praticidade. 
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