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O objetivo deste trabalho foi avaliar o diluente ACP-102¢
na criopreservacdo do sémen ovino em compara¢do com o
diluidor tris-glicose-gema (TRIS) e 0 sémen fresco. Foram
coletados 48 ejaculados de quatro ovinos, sendo tomadas
duas aliquotas por ejaculado para diluicdio e
criopreservacdo em ACP-102c ou TRIS e uma terceira
aliquota utilizada para analise do sémen fresco. O sémen
fresco e o criopreservado em ambos os diluidores foram
avaliados para viabilidade, integridade de membrana
plasmética e acrossomal, teste hiposmético, fragmentacéo
do DNA e de motilidade espermatica. Apds
descongelamento, ambos os diluidores ndo diferiram para
viabilidade espermatica, integridade de membrana
plasmatica e acrossomal, fragmentacdo de DNA e nas

RESUMO

varigveis quantitativas e qualitativas de velocidade
espermatica, mas diferiram no teste hiposmético,
motilidade total e progressiva e amplitude lateral da
cabeca, bem como em todas as variaveis de motilidade
avaliadas, exceto linearidade e progressividade, ap6s duas
horas de incubacdo a 37 °C. Houve variabilidade entre
reprodutores na motilidade total e progressiva do sémen
criopreservado em ACP-102c apds descongelamento. O
diluidor ACP-102¢ conferiu menor protecdo aos
espermatozoides ovinos contra danos do congelamento
quando comparado ao TRIS, mas o aprimoramento de sua
formulagdo e protocolos mais adequados de congelagdo
poderdo torna-lo uma alternativa na congelagdo do sémen
ovino.

PALAVRAS-CHAVE: ACP-102c; criopreservagao; sémen ovino.

CRYOPRESERVATION OF RAM SEMEN IN POWDERED COCONUT WATER
(ACP-102c) BASED EXTENDER

The aim of this study was to evaluate the ACP-102c
extender in the cryopreservation of ram semen compared
to tris-glucose-egg yolk (TRIS) extender and fresh semen.
Forty-eight ejaculates were collected from four rams and
two aliquots per ejaculate were taken for dilution and
cryopreservation in ACP-102c or TRIS and a third aliquot
used for the fresh semen analysis. Either the fresh semen
and cryopreserved in both extenders were evaluated for
viability, integrity of plasma and acrosomal membrane,
hypoosmotic swelling test, DNA fragmentation and sperm

ABSTRACT

motility. The extenders did not differ for sperm viability,
acrosome and plasma membrane integrity, DNA
fragmentation and quantitative and qualitative parameters
of sperm velocity after thawing, but differed in
hypoosmotic swelling test, total and progressive motility
and lateral extent of the head as well as in all motility
parameters evaluated (except linearity and straightness)
after two hours of incubation at 37 °C. There was
variability among rams in total and progressive motility of
semen cryopreserved in ACP-102c after thawing. The
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ACP-102c extender showed less protection in the
cryopreservation of ram sperm when compared to TRIS,
but the improvement in its formulation and freezing

KEYWORDS: ACP-102c; cryopreservation; ram semen.
INTRODUCAO

Diluidores utilizados para preservacao
seminal contém ingredientes béasicos e aditivos que
possibilitam a protecdo dos espermatozoides, tais
como  substratos  energéticos, tampbes e
componentes contra dano criogénico, permitindo a
sobrevivéncia dessas células durante a diluicdo, o
resfriamento e a criopreservacdo® 2. Usualmente,
os ingredientes de um diluidor variam desde
componentes quimicos puros a produtos de origem
animal ou vegetal®. Dentre os meios diluentes de
origem vegetal, destacam-se aqueles a base de
agua de coco, que tém se mostrado efetivos na
conservacdo de sémen de caprinos* 5, ovinos®,
suinos’, peixes® e cdes®.

O diluidor a base de agua de coco é de
facil preparo e de baixo custo, mas apresenta
limitagbes como a dificuldade de armazenamento
por longos periodos, disponibilidade de frutos
(coco) em regiGes desprovidas do vegetal e a
variabilidade da constituicdo bioquimica entre
frutos, afetando diretamente sua capacidade de
preservacao® Assim, foi desenvolvido o produto
Agua de Coco em P6 (ACP®), obtido a partir da
desidratacdo da agua de coco, e que se caracteriza
pela padronizacdo e estabilizagdo sem perdas de
suas caracteristicas bioquimicas, conferindo maior
longevidade e estabilidade do produto em relagao
a agua de coco in natura, facilitando seu
armazenamento e uso’. As caracteristicas
bioguimicas de interesse da ACP® sdo similares
aquelas encontradas na 4gua de coco, de modo que
este diluidor tem sido aprovado para uso na
conservagdo do sémen de diferentes espécies
animais, como ovinos'? 3 caprinos!4, suinos®,
caes®?, peixes'® e espécies silvestrest’ 18,

Apesar dos resultados promissores obtidos
com a conservagdo do sémen ovino resfriado a
4°C!?, h4 caréncia de estudos que demonstrem a
viabilidade do uso da agua de coco em pO na
criopreservacdo do sémen ovino. Assim, este
trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade,
integridade estrutural e funcional de membrana
plasmatica e acrossomal, fragmentacdo do DNA e
motilidade espermaética pds-descongelamento do
sémen ovino criopreservado no diluidor ACP-102c
(especifico para criopreservacdo do sémen desta
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protocols may make it an alternative to freezing ram
semen.

espécie), em comparacdo com diluidores a base de
Tris-glicose-gema (TRIS) e com o sémen fresco.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho estd em conformidade com
projeto aprovado pelo Comité de Etica para o Uso
de Animais da Universidade Estadual do Ceara
(CEUA-UECE, processo no. 09233050-9) e foi
executado no Laboratdrio de Tecnologia do Sémen
Caprino e Ovino do Nducleo Integrado de
Biotecnologia da Universidade Estadual do Ceara,
no municipio de Fortaleza-CE (03°43” S, 38°30°
0). Utilizaram-se quatro reprodutores ovinos da
raca Santa Inés, com idade média de trés anos,
mantidos em baias individuais, alimentados com
feno de tifton (Cynodon sp.) e concentrado
comercial com 18% de proteina bruta, além de sal
mineral e 4gua a vontade. As colheitas de sémen
foram realizadas com uso de vagina artificial, duas
vezes por semana, perfazendo 12 colheitas por
animal, totalizando 48 ejaculados. Apés a colheita,
avaliou-se cada ejaculado quanto ao volume,
concentragdo, motilidade massal, percentual de
espermatozoides moéveis e vigor'®. Foram
utilizados apenas ejaculados com volume superior
a 05 mL, concentragio minima de
espermatozoides de 3,5 x 10° espermatozoides
(sptz)/mL, escore minimo de 3,5 para motilidade
massal e vigor, percentual de espermatozoides
moveis superior a 80% e percentual de
anormalidades espermaticas inferior a 10%.

Para a criopreservacdo utilizaram-se o0s
diluidores ACP-102c¢ e TRIS. O diluidor ACP-
102c foi preparado segundo recomendagdo do
fabricante (ACP Biotecnologia®, Fortaleza-Cears,
Brasil). O diluidor TRIS, baseado no proposto por
Evans e Maxwell?°, consistiu na adicdo de 300
mM de Tris-(hidroximetil)-aminometano, 94,7
mM de 4cido citrico monohidratado e 27,8 mM de
glicose. Ambos diluidores foram acrescidos de
15% de gema de ovo e 25 mg de gentamicina para
cada 100 mL de diluidor. Em seguida, os
diluidores foram divididos em fragdo “A” (sem
glicerol) e “B” (com adi¢do de 10% de glicerol)®.

As amostras de sémen de cada ejaculado
foram divididas em duas aliquotas e diluidas a 32
°C nas fragbes “A” de ACP-102c e TRIS até
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concentracdo de 800x10° sptz/mL. O sémen
diluido foi resfriado até 4 °C em 120 min., quando
adicionou-se da fracdo “B” de cada diluidor, em
trés etapas, até concentracdo final de 400x10°
sptz/mL. O sémen foi envasado em palhetas de
0,25 mL e mantido em equilibrio a 4 °C por duas
horas. Apos este periodo de equilibrio, as palhetas
foram colocadas no interior de caixa térmica e
congeladas em vapor de nitrogénio liquido (-80
°C) por 10 min., sobre um suporte a 3,5 cm do
nivel de nitrogénio e, entdo, imersas em nitrogénio
liquido para armazenamento em  botijGes
criogénicos (-196 °C).

Para avaliacdo do sémen criopreservado,
uma palheta por diluidor e por cada ejaculado foi
descongelada em banho-maria a 37 °C por 30
segundos e seu conteldo alocado em minitubos
mantidos em banho-maria também a 37 °C, tendo
seu contetdo avaliado ao descongelamento (TO) e
apos uma (T1) e duas horas (T2) de incubacéo.
Tanto o sémen fresco como o criopreservado em
ACP-102c e em TRIS foram avaliados para
viabilidade espermatica, integridade acrosomal e
de membrana plasmatica, teste hiposmético e
fragmentacdo do DNA espermatico logo apos
descongelamento (TO0), e avaliados para motilidade
espermatica nos momentos TO, Tl e T2 de
incubacao.

Para a viabilidade espermatica, utilizou-se
a técnica de coloracdo com eosina-nigrosina®®,
com registro do percentual de espermatozoides
vivos ndo corados (EN).

Para a avaliacdo simultanea da integridade
acrossomal e de membrana plasmatica, usou-se a
técnica de coloracdo tripla, com coloragdo de
esfregacos de sémen em l&minas com os corantes
Azul de Tripan, Marrom de Bismark e Rosa
Bengala?'. Duzentos espermatozoides por lamina
foram avaliados em microscopia Optica (100x),
sendo classificados em: vivos com acrossoma (VA
- regido acrossomal résea e regido pés-acrossomal
marrom claro), vivos sem acrossoma (VR - regido
acrossomal e poés-acrossomal marrom claro),
mortos com acrossoma (MA - regido acrossomal
rosea e regido pds-acrossomal marrom escuro) e
mortos sem acrossoma (MR - regido acrossomal e
pos-acrossomal marrom escuro).

O teste hiposmdtico foi utilizado para
avaliacdo da integridade funcional da membrana
espermatica, incubando-se 10 pL de sémen fresco
ou criopreservado em 100 pL de solucdo
hiposmética (0,90 g frutose, 0,49 g citrato de sodio
em 100 mL de agua destilada, 100 mOsm) a 37 °C
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por 60 minutos. Foram contados 200
espermatozoides em microscopio de contraste de
fase (1000x) para determinar o percentual
daqueles com dobramento de flagelo, tidos como
células com membranas funcionalmente intactas
reagentes a0 meio hiposmético??.

O percentual de espermatozoides com
fragmentacdo de DNA foi determinado com uso de
teste comercial de dispersdo da cromatina
espermatica (SCD, Sperm-Halomax® kit,
ChromaCell SL, Madrid, Espanha). Amostras de
sémen fresco ou descongelado foram diluidas a
15x10° sptz/mL em solucéo citrato-glicose?® para o
sémen fresco, ou em diluidor-base TRIS ou ACP-
102c¢ (sem gema de ovo ou glicerol) para o sémen
criopreservado, e adicionaram-se 25 pL desta
diluicdo a um microtubo contendo agarose de
baixo ponto de fusdo. Colocou-se uma gota desta
suspenséo sobre a face de uma lamina previamente
tratada pelo fabricante, coberta com laminula e
resfriada a 4 °C por 5 min. Ap6s a remogdo
cuidadosa da laminula, a lamina foi colocada
horizontalmente em 10 mL de solucdo de lise por
5 min.,, em temperatura ambiente, sendo
posteriormente imersa em agua destilada (5 min.)
para remocao desta solugdo de lise e desidratada
por imersdo sequencial em solugbes de 70, 90 e
100% de etanol (2 min. cada) e secas ao ar. As
laminas foram coradas com solucdo de Wright em
tampdo de fosfato (1:1) durante 5-10 min., lavadas
em agua destilada e secas ao ar para serem
analisadas em microscépio Optico  (400x).
Quinhentos espermatozoides foram avaliados e o
percentual de células com DNA fragmentado
(DNACf) determinado pela presenga de grande halo
de dispersdo de cromatina ao redor da cabeca do
espermatozoide.

A motilidade espermatica foi avaliada em
sistema de analise de sémen auxiliado por
computador (CASA), com uso do programa Sperm
Class Analyser® (SCA®, Microptic S.L, Barcelona,
Espanha) que processa imagens obtidas em
microscopio de contraste de fase acoplado a uma
camara digital. Foram utilizadas as seguintes
variaveis do programa: 25 quadros/s, sendo 25
quadros/campo, velocidade limite para
espermatozoides lentos de 30um/s, limite para
velocidade média de 60 um/s, retilinearidade
minima para espermatozoides progressivos de
80%. Para a avaliagdo, diluiu-se o sémen fresco ou
descongelado em solucéo citrato-glicose?® a 37 °C,
até a concentracdo de 40x10° sptz/mL. Dez
microlitros desta diluicdo foram colocados em
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camara de Makler (Sefi Medical Instruments Ltda,
Haifa, Israel), pré-aquecida a 37 °C, para se
estudar as variaveis: percentual de
espermatozoides moveis totais (MOV), percentual
de espermatozoides com movimento progressivo
(PROG), velocidade curvilinear (VCL - pm/s),
velocidade média do percurso (VAP - um/s),
linearidade (LIN - %), progressividade (STR - %),
deslocamento lateral de cabeca (ALH - um) e
frequéncia de batimento cruzado (BCF - Hz).
Além disso, visando avaliar possivel efeito
individual na criopreservacdo de sémen dos
reprodutores utilizados, os resultados da variavel
MOV foram reunidos para cada reprodutor e
utilizados na determinagdo de sua congelabilidade
seminal nos diluidores ACP-102c e TRIS, definida
como relacdo percentual da variavel MOV do
sémen  criopreservado  num  diluidor ao
descongelamento (momento TO) em relacdo a
motilidade total no sémen fresco do mesmo
ejaculado  (Congelabilidade = MOV a0
descongelamento/MOV sémen fresco * 100).

Os resultados foram expressos em termos
de média + erro padrdo. Apos transformacdo em
arcoseno dos valores em percentual, as médias
foram comparadas usando-se analise de variancia
(ANOVA), seguido de teste de Tukey com nivel
de significAncia de 5% para determinar diferencas
significativas entre sémen fresco e criopreservado
nos diluidores ACP-102c e TRIS nas variéveis de
qualidade seminal avaliadas. Os resultados para a
congelabilidade do sémen em ACP-102c ou TRIS
dos diferentes reprodutores utilizados também
foram transformados a arcoseno e submetidos a
ANOVA, seguido de teste de Tukey com nivel de
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significancia de 5% para determinar diferencas na
congelabilidade seminal entre reprodutores em
cada diluidor avaliado. Todos os procedimentos
estatisticos foram realizados no programa
SYSTAT 12 for Windows® (SYSTAT Software
Inc.).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados para viabilidade, integridade
de membrana acrossomal e plasmatica, teste
hiposmotico e percentual de células espermaticas
com fragmentacdo de seu DNA estdo apresentados
na Tabela 1. A criopreservagdo afetou
significativamente (P<0,05) o percentual de
viabilidade espermatica avaliado pelo método de
coloragdo por eosina-nigrosina (EN), com redugao
deste percentual no sémen criopreservado (em
ACP-102c ou TRIS) quando comparado ao fresco.
De modo semelhante, a criopreservacdo afetou as
variaveis avaliadas pela técnica de coloracao
tripla, com redugdo no  percentual de
espermatozoides vivos com acrossoma intacto
(VA) e aumento no percentual de espermatozoides
mortos com ou sem acrossoma (MA e MR,
respectivamente) no sémen criopreservado, nos
dois diluidores testados em comparacgdo ao fresco
(P<0,05). Apenas o percentual de espermatozoides
vivos sem acrossoma (VR) ndo foi alterado pela
criopreservacdo (P>0,05). A criopreservacao
também reduziu (P<0,05) o percentual de
espermatozoides reativos ao teste hiposmético
(HOST) nos diluidores seminais utilizados quando
comparados ao sémen fresco.

Tabela 1. Valores percentuais (média + erro padrdo) das variaveis de viabilidade espermatica avaliadas pelas
técnicas de colora¢do com eosina-nigrosina (EN), coloragdo tripla (VA, VR, MA e MR), teste hiposmotico
(HOST) e de espermatozoides com DNA fragmentado (DNATf) no sémen ovino fresco e criopreservado em

TRIS e ACP- 102c

Sémen criopreservado

Variavel Sémen fresco TRIS ACP-102¢
EN (%) 86,5+1,22 51,9+2,0° 50,0+1,7°
VA (%) 88,6+1,4? 50,9+1,8° 48,3+1,8°
VR (%) 1,2+0,2 1,7+0,3 1,8+0,3

MA (%) 7,7+12° 20,4+1,5? 19,6+1,6%
MR (%) 2,4+0,4° 26,5+1,72 30,3+2,22
HOST (%) 61,9+3,0? 40,4+3,6° 25,6+2,2¢
DNAT (%) 1,7+0,2 1,4+0,6 1,8+1,1

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticas (P<0,05).
VA = espermatozoides vivos com acrossoma; VR = espermatozoides vivos sem acrossoma; MA = espermatozoides mortos com

acrossoma; MR = espermatozoides mortos sem acrossoma.
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A integridade das membranas acrossomal e
plasmatica sdo atributos essenciais para a fertilidade
do espermatozoide®® 2. E conhecida a agdo da
criopreservagdo em induzir danos ultraestruturais na
membrana plasmatica e acrossomal, bem como na
regido do flagelo, com decréscimo da integridade
funcional e da sobrevivéncia espermatical. Neste
estudo, a criopreservacdo também afetou o
percentual de espermatozoides com integridade
estrutural e funcional de membrana para ambos 0s
diluidores.

Na comparacdo entre os diluidores, ndo
foram encontradas diferencas (P>0,05) no sémen
criopreservado em ACP-102c ou TRIS para as
variaveis avaliadas pelas técnicas de coloracao
empregadas. Porém, o percentual de células
reagentes ao teste hiposmdtico foi afetado pelo tipo
de diluidor (P<0,05), com menores valores para o
sémen criopreservado em ACP-102c¢ (Tabela 1). O
teste hiposmoético avalia a integridade funcional da
membrana espermatica em sua reatividade ao
ambiente hiposmotico, enquanto que o0s testes com
corantes vitais permitem estudar a integridade
estrutural da membrana espermatica baseada na
permeabilidade da membrana ao corante vital, sendo
possivel a ocorréncia de espermatozoides vivos com
membranas estruturalmente integras, mas nao
funcionais®. O fato dos diluidores ACP-102c e TRIS
diferirem no teste hiposmdtico, mas ndo nas
variaveis avaliadas pelos métodos de coloragéo
utilizados, pode indicar que ambos os diluidores
protegem diferentemente a célula espermatica na
criopreservacgdo, sendo equivalentes na preservagdo
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da integridade estrutural de membrana acrossomal e
plasmatica, mas diferindo quanto a protecdo de sua
funcionalidade.

No percentual de células esperméaticas com
fragmentacdo de seu DNA também ndo foram
encontradas diferencas significativas (P>0,05) entre
0 sémen fresco ou criopreservado em ACP-102c ou
TRIS, indicando ndo ter ocorrido efeito da
criopreservacdo ou do tipo de diluidor utilizado
sobre a integridade da cromatina espermatica logo
apo6s descongelamento (T0). Esses resultados sdo
similares aos encontrados por outros autores®: %,
Ainda que a criopreservacdo provoque danos nha
cromatina do espermatozoide, a suscetibilidade do
DNA espermatico a criopreservacdo nem sempre é
evidente no inicio da incubacdo, sendo observavel
ap6s longas horas (>4-5h) quando, entdo, a
motilidade  espermética  encontra-se  bastante
reduzida®® ?’. Neste trabalho, optou-se por avaliar a
varidvel DNAf no sémen fresco e ap0s
descongelamento (TO), visando avaliar efeitos
agudos da criopreservacdo na integridade do DNA
espermatico. Apesar de ndo ter sido verificado efeito
da criopreservagdo na integridade do DNA
espermatico, a possibilidade de ocorréncia de danos
latentes ndo deve ser excluida.

Os efeitos da criopreservacdo também foram
observados nas variaveis de motilidade avaliadas em
sistema CASA. Excetuando-se as variaveis
velocidade média do percurso (VAP) e linearidade
(LIN), em todos as demais foi possivel verificar a
superioridade (P<0,05) do sémen fresco em
comparagdo ao criopreservado (Tabela 2).

Tabela 2. Média * erro padrdo das variaveis de motilidade do sémen ovino fresco e criopreservado em TRIS

e ACP-102c, avaliados no sistema CASA

Sémen criopreservado

Variavel Sémen fresco TRIS ACP-102¢
MOQV (%) 78,7+1,5? 63,1+2,6° 39,0+2,8¢
PROG (%) 46,7+1,42 32,3+1,4° 19,7+1,5¢
VCL (um/s) 131,9+2,62 123,3+2,0° 116,1+2,1°
VAP (um/s) 108,3+3,28 104,9+2,02 101,7+2,32
LIN (%) 66,8+1,22 67,4+1,0° 68,9+1,4?
STR (%) 82,0+0,72 79,2+0,7° 78,6+1,1°
ALH (um) 3,440,123 3,0+0,1° 2,6+0,1°¢
BCF (Hz) 9,4+0,28 8,1+0,1° 7,9+0,1°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas estatisticas (P<0,05).

MOV = percentual de espermatozoides mdveis totais; PROG = percentual de espermatozoides com movimento progressivo; VCL =
velocidade curvilinear; VAP = velocidade média do percurso; LIN = linearidade; STR = retilinearidade; ALH = amplitude lateral da
cabega do espermatozoide; BCF = frequéncia de batimento cruzado.

Os efeitos da incubacdo do sémen sistema CASA estdo apresentados na Figura 1 (a-h).

criopreservado em ACP-102c e TRIS nos momentos Reducdo significativa (P<0,05) foi observada para
TO, T1 e T2 nas variaveis de motilidade avaliadas em ambos os diluidores nas variaveis de MOV, PROG,
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VCL, VAP e LIN ao final de duas horas de
incubacdo (Figura 1 a-e). Reducdo nas variaveis STR
e BCF e aumento em ALH (P<0,05) no momento T2
em relacdo a TO foram observadas com o diluidor
TRIS, mas ndo para ACP-102c (Figura 1 f-h).

Ao final de duas horas de incubacdo, foram
encontradas diferencas (P<0,05) entre os diluidores
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ACP-102c e TRIS para todas as varidveis de
motilidade, exceto LIN e STR (Figura 1 e-f). A
diferenca entre diluidores para as variaveis MOV e
PROG, verificadas logo apds descongelamento, foi
mantida praticamente constante durante incubacgéo
(Figura 1 a-b).
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Figura 1. Variaveis de motilidade de sémen ovino criopreservado em ACP-102c e TRIS avaliadas em
sistema CASA ao descongelamento (T0), apds uma (T1) e duas horas (T2) de incubacéo a 37 °C: (a) MOV =
percentual de espermatozoides mdveis totais; (b) PROG = percentual de espermatozoides com movimento
progressivo; (c) VCL = velocidade curvilinear; (d) VAP = velocidade média do percurso; (e) LIN =
linearidade; (f) STR = retilinearidade; (g) ALH = amplitude lateral da cabeca do espermatozoide; (h) BCF =

frequéncia de batimento cruzado.
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A reducdo verificada na quase totalidade das
variaveis de motilidade avaliadas no sistema CASA
entre 0 sémen fresco e o criopreservado (Tabela 2)
acompanhou a diminuicdo do percentual de células
viaveis encontradas tanto pelo método de coloracéo
por eosina-nigrosina e coloragdo tripla, como no
teste hiposmotico (Tabela 1), e é atribuida ao
congelamento. Células espermaticas que sobrevivem
ao processo de congelamento-descongelamento
apresentam alteracdes induzidas pela criopreservacao
(particularmente  na  membrana  plasmatica),
resultando numa populacdo de espermatozoides com
menor tempo de vida?®. AlteragGes ultraestruturais,
bioquimicas e funcionais ocorridas durante o
processo de criopreservacdo levam a reducdo da
motilidade e perda de viabilidade espermatical.
Como verificado neste trabalho, tanto o percentual
avaliado de células viaveis pelas técnicas de
coloragdo e pelo HOST, como as varidveis de
motilidade estudadas pelo sistema CASA foram
reduzidos apds criopreservacao.

Logo ap6s o descongelamento, o sémen
criopreservado nos diluidores TRIS e ACP-102c
diferiu estatisticamente (P<0,05) para as variaveis
MOV, PROG e ALH, o que ndo ocorreu para as
demais variaveis (P>0,05) (Tabela 2). Os diluidores
ACP-102c e TRIS apresentaram similar preservacao
guantitativa (VCL, VAP) e qualitativa (STR e LIN)
da velocidade dos espermatozoides; no entanto, ap6s
duas horas de incubacdo do sémen a 37 °C, o
diluidor ACP-102c diferiu do diluidor TRIS nas
demais variaveis de motilidade (P<0,05), exceto para
LIN (Figura 1). A variavel LIN esta associada com o
padrdo de movimento linear da célula espermatica
(29), de modo que a semelhanga estatistica entre
ACP-102c e TRIS para esta variavel indica que
ambos diluidores mantém semelhante padrdo de

movimento espermatico apés duas horas de
incubacéo.
O dano  mitocondrial  durante a

criopreservacdo pode ser a maior razdo para reducéao
da qualidade do sémen pos-descongelamento®.
Além disso, as varidveis de velocidade sdo
consideradas indicadores indiretos da funcéo
mitocondrial do espermatozoide®. E razoavel supor
que a reducdo em MOV e PROG encontrada para o
diluidor ACP-102c deva-se a menor protecdo deste
diluidor as injarias sofridas nas mitocondrias dos
espermatozoides no criodano. Porém, uma vez que
as varidveis de velocidade obtidas com ambos os
diluidores, logo apds descongelamento, foram
estatisticamente semelhantes, é possivel que a
atividade mitocondrial ap6s descongelamento nos
espermatozoides mdveis (e, por isso, com algum
grau de integridade mitocondrial) criopreservados
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em ACP-102c, estivesse compativel com aquela
encontrada nos espermatozoides criopreservados em
TRIS.

A eficiéncia do diluidor ACP® na
conservacdo do sémen ovino resfriado, tanto em
avaliagdes in vitro, como resultantes de inseminagéo
artificial, tem sido relatada. Braz et al.* néo
verificaram diferencas estatisticas para a qualidade
do sémen ovino resfriado a 4 °C ou 15 °C por 2 h em
diluidores ACP-102 ou leite. Figueirédo et al.'?
encontraram percentual de 72,28% de ovelhas
prenhes inseminadas com sémen ovino diluido em
ACP-102 e resfriado a 4 °C por 24 h. Machado et
al.’®, com uso de sémen resfriado a 4 °C diluido em
ACP-102, obtiveram fertilidade de 48,0% nas
ovelhas inseminadas por via cervical e de 70,3%
para inseminadas por laparoscopia. Esses trabalhos
apontam para a aplicabilidade do diluidor ACP-102
na conservacao do sémen ovino.

A semelhanca estatistica entre os diluidores
ACP-102c e TRIS quanto aos resultados obtidos de
viabilidade pelas técnicas de coloragdo por eosina-
nigrosina e coloragdo tripla, nas varidveis
qualitativas (STR e LIN) e quantitativas (VCL e
VAP) de velocidade logo ap6s descongelamento e da
variavel LIN apés duas horas de incubacdo, podem
ser sugestivos da possibilidade do uso do ACP-102c
na conservacdo do sémen ovino criopreservado.
Sabe-se que a taxa Otima de resfriamento,
congelamento e descongelamento pode diferir com a
composicdo do diluidor? e, no presente estudo, o
protocolo de criopreservacdo em ACP-102c foi o
mesmo adotado para a criopreservacdo em TRIS. E
possivel  postular que o0 procedimento de
criopreservacdo adotado ainda ndo seja o protocolo
6timo para o diluidor ACP-102c de modo que novos
procedimentos de criopreservacdo poderiam ser
testados.

A congelabilidade do sémen  ovino
criopreservado em TRIS e ACP-102c foi comparada
entre os reprodutores utilizados (Tabela 3). Apesar
de ndo terem sido encontradas diferencas entre
reprodutores para congelabilidade em TRIS
(P>0,05), o sémen criopreservado em ACP-102c
apresentou variabilidade individual e o Reprodutor 3
mostrou melhor congelabilidade em relacdo aos
demais, indicando possivel influéncia individual na
congelabilidade do sémen neste diluidor.

A melhor congelabilidade na criopreservacgéo
em ACP-102c do sémen do Reprodutor 3 em relacéo
aos demais possivelmente seja devida a uma
interacdo entre o diluidor e as caracteristicas
seminais individuais do referido animal. E conhecido
o fato de ocorrerem variagbes individuais entre
animais ou mesmo entre ejaculados de um mesmo
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animal® 3 3 Essa variabilidade individual pode
ocorrer na composi¢cdo proteica do plasma seminal
entre animais® ¢, Um importante papel tem sido
atribuido aos componentes proteicos do plasma
seminal na manutencdo da motilidade espermatica®
87 na melhoria da viabilidade® *° e na protecdo da
membrana plasmatica ao choque térmico®® #%. A
variabilidade na composicdo seminal pode explicar
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os diferentes graus de suscetibilidade do sémen entre
animais. Além disso, componentes do plasma
seminal  interagem com  constituintes  dos
diluidores*?. Portanto, é possivel a ocorréncia de
interacdes entre os constituintes do plasma seminal e
da composicdo da membrana plasmatica destes
espermatozoides com os componentes do diluidor
ACP-102c durante o processo de criopreservacao.

Tabela 3. Média + erro padrdo da congelabilidade (%) do sémen ovino criopreservado nos diluidores TRIS e

ACP-102c, segundo os reprodutores utilizados

Diluidor Reprodutor 1 Reprodutor 2 Reprodutor 3 Reprodutor 4
TRIS 86,4+4,2* 70,246,0? 75,945,4° 77,9475
ACP-102c 59,5+7,6° 57,3+7,6° 84,0+6,9° 53,0£6,9°

Letras minusculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05)

CONCLUSOES

O diluente a base de agua de coco em pé
(ACP-102c) conferiu menor prote¢do na congelagdo
de espermatozoides ovinos avaliados in vitro em
comparagdo ao diluente TRIS. Entretanto, a
semelhanca de ambos diluidores na viabilidade,
integridade de membrana plasmaética e acrossomal,
integridade do DNA espermatico e das variaveis de
velocidade dos espermatozoides logo apds o
descongelamento sugere a potencialidade do ACP-
102c como alternativa para a congelacdo do sémen
ovino, sendo possivel melhorar sua capacidade de
preservacdo dos espermatozoides ao criodano por
meio do aprimoramento de sua formulagdo, estudo
da interacdo diluente-espermatozoide e melhor
adequacdo do protocolo de congelagéo.
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