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Resumo

O presente trabalho analisou o emprego do choque osmético (HOST) com o uso da dgua deionizada (0 mOsmol), como
método de avaliagdo do sémen ovino descongelado e correlacionou os resultado obtidos com aqueles encontrados em
diferentes técnicas de avaliacdo de sémen. Para tanto, vinte amostras de sémen criopreservado (20 reprodutores), foram
avaliadas quanto aos pardmetros de cinética espermatica pelo sistema computadorizado (IVOS 12, Hamilton Thorne
Biosciences, Beverly, MA, EUA) e andlise subjetiva. A analise da viabilidade das membranas espermaticas foi efetuada
com a associagdo de sondas fluorescentes (PI, JC-1 e FITC-PSA). A integridade estrutural da membrana plasmética foi
estudada com o teste supravital com eosina (EOS) e, por fim, a integridade funcional da membrana foi avaliada pelo
choque osmético, com a utilizagdo da d4gua deionizada nas seguintes proporgdes: uma parte de sémen para 10 (HOST 10),
50 (HOST 50) e para 100 (HOST 100) partes de agua. Apos a dilui¢do do sémen, nas diferentes proporgdes, as amostras
foram analisadas quanto ao percentual de espermatozoides reativos ao HOST. Os valores de positividade obtidos para
0 HOST 10 (33,1%), HOST 50 (32,8%) e HOST 100 (31,8%) néo diferiram significativamente. O HOST 10 apresentou
importante correlacdo positiva com a integridade da membrana plasmatica pela EOS (r = 0,8; p < 0,05). Os HOST 50
e 100 demonstraram correlagdes positivas com subpopula¢des espermaticas com membrana plasmatica integra pela
fluorescéncia (r = 0,83 e r = 0,85; p < 0,01). Os resultados obtidos revelaram que o HOST com dgua deionizada pode
fornecer informagdes complementares para a avaliagdo da viabilidade do sémen ovino pds-descongelagao.
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Abstract

This study evaluated the use of hipoosmotic swelling test (HOST) with deionized water (0 mOsmol), as a method of post
thaw ram semen evaluation and correlate their findings with different techniques of semen evaluation. Therefore, twenty
semen samples of 20 different adult rams were assessed as for kinetic sperm parameters through computerized system
(IVOS 12, Hamiton Thorn Biosciences, Beverly, MA, EUA) and subjective analysis. The sperm membranes viability was
carried out by the association of fluorescent probes (propidium iodide, JC-1 and FITC-PSA). The structural integrity
of the plasma membrane was also studied through supravital test with eosin and the functional integrity of membrane
evaluated by doing the hipoosmotic swelling test with deionized water (0 mOsmol), in the following proportions: One
part of semen for 10 (HOST 10), 50 (HOST 50) and 100 (HOST 100) parts of water. After semen dilution in the different
proportions it was fixed in formalin-buffered saline and analyzed with regard to percentage of HOST reactive sperm
(bent/coiled). The percentage of reaction obtained for HOST 10 (33,1%); HOST 50 (32,8%) and HOST 100 (31,8%)
did not differ significantly. HOST 10 presented positive correlation with the plasma membrane integrity by the EOS
(r =0,80; p < 0,05). Positive correlations between HOST 50 and HOST 100 with sperm subpopulation with membrane
integrity by fluorescence were observed (r = 0,83 and r = 0,85; p < 0,01). The findings suggest that the HOST with
deionized water can provide additional information for post thawing ram sperm viability evaluation.
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Introducao

As caracteristicas espermaticas normalmente uti-
lizadas (concentragao, motilidade e morfologia) sao
frequentemente insuficientes, por si so, para o diag-
néstico de fertilidade/infertilidade do macho, a nao
ser que individualmente sejam muito diferentes
dos valores da normalidade para a espécie (MELO;
HENRY; BECKER, 2005).

O choque osmotico (HOST), elaborado na tentativa
de avaliar a integridade funcional da membrana plas-
matica intacta, baseia-se na observagdo do comporta-
mento do espermatozoide frente a um meio hiposmo-
tico JEYENDRAN et al., 1984; SALGUEIRO et al.,
2003), o que complementaria as diferentes técnicas
existentes que avaliam apenas a integridade estrutural
da membrana plasmatica (OBERST et al., 2003).

Quando os espermatozoides sdo expostos a condi-
¢oes hiposmoticas, na tentativa de alcancar o equili-
brio osmotico, ha um grande influxo da dgua para o
interior da célula, que leva a um aumento importante
da pressdao hidrostatica (JEYENDRAN et al., 1984).
Essas mudangas intracelulares tendem a promover
um dobramento de cauda indicador de que a mem-
brana plasmatica estava com a funcionalidade integra
(DELLAQUA JR. et al., 2002).

O HOST tem sido utilizado em diferentes osmola-
ridades como protocolo de avaliagdo da viabilidade
funcional da membrana espermética de diversas es-
pécies (BITTENCOURT et al., 2005; HERNANDEZ
et al., 2012; PADILHA et al., 2012; VASQUEZ et al,,
2013). A utilizagdo da agua destilada para o HOST foi
eficiente na avaliacdao do sémen equino (DELCAQUA
JR. et al,, 2002). Possivelmente, por apresentar menor
osmolaridade (0 mOsmol/L), a dgua promove a me-
lhor eficiéncia do teste, quando comparada com solu-
¢oes com osmolaridades superiores (SANTOS et al.,
2013) e também apresenta maior praticidade e menor
custo, pois elimina a necessidade de confecg¢do das so-
lugdes hiposmoticas.

A osmolaridade da agua deionizada é préxima a
0 mOsmol/L, DellAqua Jr. et al. (2002) sugeriram
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que ela poderia ser utilizada para proporcionar um
ambiente hiposmotico adequado para avaliagdo da
integridade funcional da membrana plasmatica de es-
permatozoides de equinos. Os indices de reatividade
dos espermatozoides de equinos obtidos justificaram
a incorporagdo do HOST com a agua destilada como
o protocolo-padrao para a avaliagio do sémen des-
congelado desta espécie animal.

Alves et al. (2005) compararam a eficacia da agua
destilada com solugdes hiposmdticas (100 mOsmol/L)
a base de frutose e citrato, em diferentes tempos de in-
cubagido pos-descongelagdo (15 e 30 minutos), além
da leitura imediata do HOST com agua e nao obser-
varam diferenga entre os percentuais de reatividade
ao teste, nas diferentes solugoes estudadas e nos di-
ferentes tempos de incubagdo, embora a média acu-
mulada do HOST com agua tenha sido discretamente
superior (p < 0,05). Ainda concluiram que o HOST
com agua, diferente das outras solugdes hiposmoticas,
pode ser analisado imediatamente.

Como na literatura cientifica consultada nao foi en-
contrado relato da utilizagao da dgua destilada-deio-
nizada para avaliacdo da célula espermatica ovina,
este foi um dos objetivos deste estudo.

Uma segunda meta do trabalho foi a avaliagdo de
diferentes proporc¢oes de dilui¢ao sémen criopreser-
vado/agua deionizada, pois quando se trabalha com
sémen criopreservado os espermatozoides estdo di-
luidos em meios diluidores contendo crioprotetores
internos, que podem determinar osmolaridades supe-
riores a 1000 mOsmol/L (SNOECK; HENRY; MELO,
2007). Se o sémen congelado é adicionado a meios
hiposméticos eles ainda terdo suas osmolaridades ele-

vadas e isto pode comprometer o resultado do teste.
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O terceiro objetivo foi a andlise da correlagao entre
os achados do HOST, nas diferentes proporg¢des, com
os resultados obtidos em diferentes técnicas de avalia-

¢do espermatica.

Matérial e métodos

Foram utilizados 20 reprodutores ovinos adultos
das racas Dorper e Santa Inés, que entraram no ex-
perimento ap6s aprovacao no exame clinico e andro-
légico (HENRY; NEVES, 1998) e que apresentaram
ejaculados in natura com minimo de 70% de esper-
matozoides com motilidade progressiva. Por reprodu-
tor foi utilizado um pool de duas amostras de sémen
pos-descongelagio.

O experimento recebeu aprovacio do Comité de
Etica para Experimentagdo Animal da Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP-

Botucatu).

Congelagio do sémen

Logo apds a colheita do sémen e avaliagdes iniciais,
o diluidor de congelagéo foi acrescentado, compondo
doses inseminantes com 100 x 10° espermatozoides
com motilidade/0,25 mL. Posteriormente, as amos-
tras foram submetidas ao resfriamento a 5°C (0,47°C/
min) e tempo de equilibrio (tempo total de 2 h) e,
entdo, congeladas em vapor de nitrogénio liquido. A
solugdo de Tris-gema de ovo-glicerol (351 mOsmol/L,
sem o glicerol) (BITTENCOURT et al., 2008) foi o di-

luidor utilizado para a criopreserva¢do espermatica.

Avaliagdo espermadtica pos-descongelagio

As amostras foram descongeladas e analisadas
quanto a motilidade total (MT), motilidade progres-
siva (MP) e ao vigor espermatico (VIG), em micros-
copia optica (HENRY; NEVES, 1998).

A andlise da cinética computadorizada (IVOS 12,
Hamilton Thorne Biosciences, Beverly, MA, EUA) foi
empregada para a avaliacdo das motilidades esperma-
ticas total (MTH) e progressiva (MPH), percentual de
espermatozoides rapidos (RAP), velocidade progres-
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siva (VSL, pm/s), velocidade curvilinea (VCL, pm/s),
velocidade de trajeto (VAP, um/s), deslocamento late-
ral de cabega (ALH, um), frequéncia de batimento fla-
gelar (BCF, Hz), linearidade (LIN, %) e retilinearida-
de (STR, %). Para tanto, uma aliquota de 5 puL (2 x 10°
espermatozoides) da amostra foi diluida em 120 pL
de meio X-CELL (IMYV, L’Aigle, France) (16,6 x 10° es-
permatozoides/mL), previamente aquecido a 37°C, e
mantida nesta temperatura por cinco a dez minutos.
Em seguida, 10 uL dessa mistura foram transferidos
para camaras de Makler (Sefi-Medical Instruments,
Haifa, Israel) e levados para avaliagdo da cinética es-
permatica no IVOS 12. Essa analise foi efetuada com a
contagem minima de quatro campos diferentes e mi-
nimo de 300 células.

Foram coletadas aliquotas para realizagdo do teste
supravital com corante eosina (EOS) (CEDENHO;
TOKUNAGA, 1995) e observagao da morfologia es-
permatica, classificando separadamente o percentual
de caudas dobradas (CD). Para avaliagdo em micros-
copia de fluorescéncia foi empregada a associagao das
sondas fluorescentes iodeto de propidio (integridade
demembranaplasmatica),aglutininade Pisum sativum
conjugada a fluoresceina de isotiocianato - FITC-
PSA (integridade acrossomal) e JC-1 (potencial da
membrana mitocondrial). Foi utilizada a metodolo-
gia descrita por Celeghini et al. (2010), com modifi-
cagdes, como segue.

Aos microtubos contendo as amostras de sémen
diluidas no X-CELL foram adicionadas as solucdes
de trabalho das sondas fluorescentes nas seguintes
proporgdes: 2 pL de IP (25 mg/mL), 2 puL de JC-1 (5
mg/mL). A mistura foi homogeneizada, mantida pro-
tegida da luz e incubada a 37°C por 10 a 15 minutos.
Em seguida, foram acrescidos 25 uL de FITC-PSA a
amostra, que foi novamente homogenizada e 100 es-
permatozoides foram avaliados sob imersdo, em mi-
croscopia de epifluorescéncia.

A classificacdo das células foi realizada conforme
Celeghini et al. (2010), obtendo-se inicialmente oito

subpopulagdes (SBP) espermaticas: SBP 1 — membra-



na plasmatica integra, acrossomo intacto e alto poten-
cial de membrana mitocondrial; SBP 2 - membrana
plasmatica integra, acrossomo intacto e baixo poten-
cial de membrana mitocondrial; SBP 3 - membrana
plasmatica integra, acrossomo lesado e alto poten-
cial de membrana mitocondrial; SBP 4 — membrana
plasmatica integra, acrossomo lesado e baixo poten-
cial de membrana mitocondrial; SBP 5 - membrana
plasmatica lesada, acrossomo intacto e alto potencial
de membrana mitocondrial; SBP 6 - membrana plas-
matica lesada, acrossomo intacto e baixo potencial de
membrana mitocondrial; SBP 7 - membrana plas-
matica lesada, acrossomo lesado e alto potencial de
membrana mitocondrial; SBP 8 - membrana plas-
matica lesada, acrossomo lesado e baixo potencial de
membrana mitocondrial.

Com o objetivo de facilitar o entendimento e a dis-
cussdo, as subpopulagdes (SBP) de espermatozoides
observadas na fluorescéncia foram agrupadas em trés
grupos, de acordo com a estrutura espermatica avalia-
da: Os percentuais de espermatozoides da SBP 1, SBP 2,
SBP 3 e SBP 4 obtidos nas diferentes amostras, foram
somados e constituiram o grupo com membrana plas-
matica integra (MPI). Os percentuais de SBP 1, SBP 2,
SBP 5 e SBP 6 observados nas diferentes amostras, for-
maram o grupo com membrana acrossomal integra (IA)
eas SBP 1, SBP 3, SBP 5 e SBP 7 fizeram parte do grupo

com alto potencial de membrana mitocondrial (PMM).

Utilizagcdo do HOST

O protocolo utilizado para a realizagao do choque
osmotico adotou trés diluigoes distintas: uma parte
de sémen para 10 (HOST 10), 50 (HOST 50) e 100
(HOST 100) partes da solugao final, com agua deioni-
zada (0 mOsmol). Apds a incubagédo da solugdo com o
sémen por cinco minutos a 370C, a mesma foi fixada
com 10 pL de solu¢ao de formol salino tamponado e
observada em microscopia de contraste de fase com
aumento de 1000 x e contagem de 100 células.

O percentual de espermatozoides reativos ao HOST

foi determinado pela subtragdo do percentual de es-
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permatozoides com cauda dobrada, verificados apds
o choque osmético, pelo obtido na morfologia esper-
matica com a eosina logo ap6s a descongelagao (BIT-
TENCOURT et al., 2005).

Andlise Estatistica

O delineamento estatistico empregado foi o intei-
ramente casualisado, no qual as doses descongeladas
por animal foram consideradas as repeti¢des (n = 20)
e os protocolos de avaliagio do HOST (HOST 10,
HOST 50, HOST 100) foram considerados os trata-
mentos (n = 3). Para a andlise estatistica das carac-
teristicas avaliadas, foi empregado o programa esta-
tistico Statistical Analysis System (SAS) - versdo 5.0
(1996). A sequéncia de analises empregadas foi:

1 - os dados foram previamente submetidos ao es-
tudo da normalidade dos residuos com o Pro-
cedimento Univariate (PROC UNIVARIATE,
teste Shapiro-Wilk). As variaveis dependentes
que ndo atenderam as premissas estatisticas,
quando necessario, foram normalizadas (arco
seno);

2 - o efeito dos tratamentos foi submetido a andlise
de varidncia (ANOVA), com Procedimento Ge-
neral Linear Model(PROCGLM). A comparagao
das médias (transformadas ou néo) foi efetuada
pelo teste de Student - Newman - Keuls (SNK),
com nivel de significancia de cinco por cento;

3 - arelagdo entre os parametros espermaticos foi
avaliada pelo teste de correlagdo linear de
Pearson (PROC CORR), com nivel de signifi-

cancia de cinco por cento.

Resultados e discussao

Cinética espermdtica pos-descongelagio

Os percentuais médios das motilidades subjetivas,
total (MT) e progressiva (MP), obtidos para o sémen
in natura pds-descongelacdo foram de 85% e 75%.
Apds a descongelacdo, os valores apresentaram re-
dugdo significativa (P < 0,05) para 71% e 60%, res-

pectivamente e, como esperado, o mesmo ocorreu na
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avaliagao computadorizada (75% e 55%). Apesar da
reducdo, esses percentuais ficaram acima dos obser-
vados por Cirit et al. (2013) e Tuncer et al. (2013), e
proximos dos encontrados por Maia et al. (2009).

Os valores médios dos parametros de cinética esper-
matica computadorizada sdo apresentados na Tabela 1.

De modo geral, o sémen po6s-descongelagdo apre-
sentou parametros de cinética espermatica de acor-
do com os valores preconizados por Henry e Neves

(1998) para sémen ovino pds-descongelagao.

Andlise de fluorescéncia, supravital e defeitos de
cauda pos-descongelagio

Os resultados verificados na microscopia de fluo-
rescéncia, no teste supravital com eosina e percentual
de espermatozoides com cauda dobrada pos-descon-
gelagdo sdo apresentados na tabela 2.

Assim como verificado com as motilidades esper-
maticas, também houve redugdo dos indices de via-
bilidade espermatica pds-descongelagdo, pelo teste
supravital. Essa ocorréncia era esperada e também foi
verificada em ovinos por Valente et al. (2010), com
quedas significativas (P < 0,05) da EOS de 85% no sé-

men in natura, para 59% e 66%, respectivamente, pds-

descongelagdo, de acordo com o meio de congelacao
testado. No presente trabalho, a redu¢io no indice de
EOS de 24% foi préxima ao valor obtido por Valente
et al. (2010), de + 19 a 26%.

Choque osmdtico pos-descongelagio

No sémen pds-descongelacao, os espermatozoides
estdo diluidos em meios que, devido a presenca de
crioprotetores internos, podem chegar a osmolarida-
des superiores a 1.000 mOsmol/L (SNOECK; HEN-
RY; MELO, 2007). Assim, quando adicionado ao meio
hiposmético para indu¢ao do HOST, quanto maior
a participagdo do sémen descongelado na mistura,
maior é a eleva¢do da osmolaridade da solucao, o que
pode comprometer o resultado do teste.

Contudo, no presente trabalho, divergindo do espe-
rado, os valores de espermatozoides reativos ao HOST
(POSIT) nas propor¢des sémen/agua deionizada
testadas ndo apresentaram diferencas significativas
(p < 0,05), demonstrando que independentemente da
diluigdo empregada, o comportamento dos esperma-
tozoides nao variou (Tabela 3).

De fato, no grupo de HOST com a maior rela-

¢do sémen/agua deionizada empregada para o teste

Tabela 1 - Médias e desvios-padrdo dos pardmetros de cinética espermatica obtidas por andlise computadorizada pds-

descongelacdo em sémen criopreservado de ovinos

PARAMETROS DA CINETICA ESPERMATICA COMPUTADORIZADA (Média + S)

MTH MPH VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN RAP
%) %) (um/s) (wm/s)  (um/s) (um) (H2) (%) (%) (%)
74,5 55,5 149,0 134,8 204,5 06,1 41,6,7 86,5 65,1 64,2

+ 08,9 +09,4 +11,5 +10,8 +24,3 +00,9 +02,2 +03,8 +07,0 + 09,7

= Motilidade total (MTH), motilidade progressiva (MPH), velocidade progressiva (VSL), velocidade curvilinea (VCL), velocidade de trajeto (VAP), des-
locamento lateral de cabega (ALH), frequéncia de batimento flagelar (BCF), retilinearidade (STR), linearidade (LIN) e espermatozoides rapidos (RAP).

Tabela 2 - Médias e desvios-padrao dos parametros de integridade espermatica na microscopia de fluorescéncia, viabili-
dade pelo supravital e caudas dobradas obtidas, pds-descongelagdo em sémen criopreservado de ovinos

MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA, SUPRAVITAL E CAUDAS DOBRADAS (Média + S)

MPI (%) 1A (%)

PMM (%)

EOS (%) CD (%)

30,6 £ 17,0 78,1 £17,0

46,5 + 32,4

54,7 £12,3 20,7 £ 11,6

®Integridade da membrana plasmatica (MPI), integridade da membrana acrossomal (IA), alto potencial da membrana mitocondrial (PMM), integridade

da membrana plasmética pelo teste supravital (EOS) e cauda dobrada (CD).
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Tabela 3 - Médias e desvios-padrdo dos percentuais de espermatozoides reativos ao choque osmético, de acordo com os
diferentes grupos (HOST 10, HOST 50 e HOST 100), em sémen criopreservado de ovinos

Parametro (Média + S) TRATAMENTO
HOST 10 HOST 50 HOST 100
POSIT (%) 33,55 + 16,22 34,15 + 13,94 34,35 + 14,70

Espermatozoides reativos ao choque osmoético = POSIT.

(HOST 10) foi utilizada a propor¢ao de sémen/meio
hiposmostico adequada (1:10), preconizada por Bu-
cak, Atessahin e Yiice (2008), Jafaroghli et al. (2011)
e Tuncer et al. (2013), o que possibilitou a obten¢ao
de resultados satisfatorios e semelhantes ao verificado
nos grupos com menores propor¢des de sémen/agua
(1:50 no HOST 50 e 1:100 no HOST 100).

Como na literatura cientifica consultada nao foram
encontrados experimentos empregando agua desti-
lada para HOST de ovinos, a discussdo que se segue
foi baseada em trabalhos com a utilizacdo de solu¢des
hiposmdticas com osmolaridades superiores aquela
empregada neste estudo e em trabalhos com a agua
destilada para o HOST do sémen de outras espécies.

Oberst et al. (2003) e Jafaroghli et al. (2011) encon-
traram em ovinos maiores indices de POSIT (solu-
¢oes de 100 mOsmol) que aqueles obtidos no presen-
te trabalho (63% e 40% versus 34%). Entretanto, os
referidos autores nao subtrairam do total de caudas
dobradas contadas no HOST, o percentual de caudas
dobradas observadas no sémen pos-descongelacéo,
como realizado no presente trabalho, o que pode ter
contribuido para a obten¢ao dos valores superiores.

Tasdemir et al. (2013), em sémen bovino (100
mOsmol/L), relataram indices de POSIT variando
entre 30 e 40%, préximos aos encontrados neste ex-
perimento. O mesmo foi encontrado em ovinos por
Soares, Silva e Jacomini (2008) e Padilha et al. (2012),
com percentuais de POSIT semelhantes aos encontra-
dos no presente trabalho (32% e 32,7%), embora as
solucdes hiposmaticas por eles utilizadas tenham sido
superiores aquela empregada neste estudo (0 mOsmol

versus 125 mOsmol/L).

Embora o presente trabalho nao tenha tido o obje-
tivo de comparar solucdes com diferentes osmolari-
dades, os resultados obtidos sugerem que o choque
osmotico com a agua possa promover indices seme-
lhantes ou superiores de reatividade dos espermato-
zoides com membrana funcional integra, sendo uma
alternativa interessante ao choque osmdtico com so-
lugdes hiposmoticas preparadas (citrato de sddio, as-
sociagdo de frutose e citrato de sodio, sacarose), tanto
pela praticidade da disponibilidade de d4gua deioniza-
da, como pela rapidez para a leitura da amostra apds
a preparagdo, pois o exame de soluc¢des hiposmoti-
cas com maiores osmolaridades, demanda tempos
de incubag¢do de 30-60 minutos, antes da avaliacdo
(OBERST et al., 2003; SOARES; SILVA; JACOMINI,
2008; PADILHA et al., 2012).

Correlagoes entre o choque osmético
e demais parametros espermdticos

Nao foram verificadas correlagoes significativas en-
tre os resultados do choque osmético e os pardmetros
da cinética espermatica subjetiva e computadorizada
(Quadro 1), assim como relatado por Oberst et al.
(2003) em ovinos. Esses achados podem ser justifica-
dos, pois, os espermatozoides moribundos, apesar de
ainda estarem vivos e com atividade cinética, podem
apresentar membranas incapazes de responder ao
HOST (MORRELL, 1991), influenciando negativa-
mente o estudo das correlagdes. Essa afirmac¢ao con-
corda com achados de Perez-Llano et al. (2001) que,
a semelhanca do verificado no presente trabalho, ob-
servaram indices de 20 a 30% inferiores para o HOST,

em relagao ao percentual de espermatozoides modveis
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e viaveis (EOS). Tais constatagdes indicam que essa
diferenga possa ser composta por células que manti-
nham a cinética e a integridade estrutural da mem-
brana, apesar de ndo terem capacidade de responder
ao HOST.

A auséncia de correlacdes entre 0o HOST e a [A e
PMM ja era esperada, pois as técnicas sdo indepen-
dentes e complementares, justamente por avaliarem
estruturas espermaticas distintas. Watson, Plummer e
Allen (1987) constataram que a lesdo das membranas
da regido da cabeca espermatica pode ser progressiva,
comecando pela membrana plasmatica e, a depender
do nivel da injuria, envolve posteriormente o acrosso-
ma. Pode-se afirmar, pelo alto percentual de IAC veri-
ficado no presente trabalho (78,1%), que o protocolo
de congelagdo empregado possibilitou a manutencao
de niveis adequados desse parametro, prevenindo a
progressao das injurias para essa estrutura e conse-
quentemente, interferindo nas correlacdes que pode-
riam surgir entre HOST e IAC.

A explicagdo para a auséncia de correlagdo entre o
HOST e PMM pode ser obtida pela constatacido de
que a despeito do acrossoma nao apresentar lesoes, a

mitocodndria parece ser lesada enquanto a membrana

plasmatica pode permanecer intacta, indicando que
esta alteracdo pode ser mais uma consequéncia dire-
ta do estresse térmico sobre as cristas mitocondriais
do que das mudangas do microambiente intracelular
causado pela perda da integridade da membrana plas-
matica (WATSON; PLUMMER; ALLEN, 1987).

Dentre as diluigoes testadas para o choque osmati-
co, 0 HOST 10 foi o unico que apresentou correlacao
positiva e significativa (r = 0,8, p < 0,05) com a integri-
dade de membrana plasmética pelo EOS (Quadro 1).

Correa e Zavos (1994) constataram que o sémen
bovino pds-descongelagao apresentou resultados si-
milares ao presente trabalho, demonstrando a exis-
téncia de uma correlagdo positiva alta e significativa
(r = 0,81) entre o choque osmético e o supravital,
enquanto Brito et al. (2003), com bovinos, observa-
ram a existéncia de correla¢io moderada (r = 0,55,
p <0,01) entre o HOST (citrato de sddio-frutose a 100
mOsmol) e o supravital com eosina. Esses resultados
sao esperados, ja que a integridade funcional e estru-
tural da membrana plasmatica, avaliadas no presente
trabalho pelo HOST e supravital, respectivamente,
podem estar intimamente relacionadas (CORREA;
ZAVOS, 1994).

Quadro 1 - Coeficientes de correlagdes de Pearson, observados entre os pardmetros estudados em sémen criopreservado

deionizada

MPI 1A PMM EOS CD HOST 10 | HOST 50 | HOST 100 MT MP VIG
MPI N.S. - - - - - - - -
1A N.S. N.S. - - - - - - -
PMM N.S. N.S. N.S.
EOS N.S. N.S. N.S. N.S. - - - - - - -
CD N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. - - - - - -
HOST 10 N.S. N.S. N.S. *0,8 N.S. N.S. - - - - -
HOST 50 N.S. N.S. N.S. N.S. *-0,7 N.S. N.S. - - - -
HOST 100 N.S. N.S. N.S. N.S. **-0,9 N.S. **0,9 N.S. - - -
MT N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. - -
MP N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. -
VIG N.S. N.S. N.S. *-0,9 N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.

Coeficientes de correlagdo obtidos pelo teste de correlagio linear de Pearson. Integridade da membrana plasmatica (MPI) e acrossomal (IA) observada
pela associagao das sondas fluorescentes IP, FITC-PSA e JC-1 (1000x). Teste supravital em lamina corada com eosina (EOSC), percentual de cauda do-
brada (CD), choque hiposmético com 0,1 mL (HOST 10), choque hiposmético com 0,5 mL (HOST 50), choque hiposmético com 1 mL (HOST 100),
motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP) e vigor espermatico (VIG).

*=P<0,05**=P<0,01
N.S.: ndo significante.
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O HOST 50 e o HOST 100 ndo apresentaram cor-
relagao significativa com a integridade da membrana
plasmatica pela EOS e pela fluorescéncia, quando esta
ultima foi estudada agrupando-se as subpopulagoes
espermaticas com integridade da membrana (MPI
= SBP 1 a SBP 4). Entretanto, quando foi efetuada a
analise de correlacdes, confrontando-se os dados do
HOST com as SBP individualmente, houve elevada
correlagdo entre o0 HOST 10 e HOST 50 e a SBP 2
(r=10,83,p<0,01) e SBP 3 (r = 0,85, p < 0,01), res-
pectivamente, subpopulagdes espermaticas estas com
membrana plasmatica integra. Esses achados sugerem
que as referidas diluicoes do HOST possivelmente
podem ser utilizadas para pré-estimar uma eleva-
da ocorréncia de subpopulacdes esperméticas com
membranas plasmaticas integras.

Embora tenham sido encontradas correlagdes po-
sitivas entre o HOST e algumas subpopulacdes de es-
permatozoides com membrana integra, ndo foram ve-
rificadas correlagdes entre o HOST e a integridade de
membrana plasmatica geral (MPI). Esses resultados
concordam com os obtidos por Oberst et al. (2003)
em ovinos, que nao houve correlagao entre 0o HOST e
a avaliacdo da membrana por sonda fluorescente.

A auséncia de correlagdo significativa entre o HOST
e o teste de integridade da membrana plasmatica pela
fluorescéncia (MPI) pode ser explicada pelo fato de
que a atividade funcional, em algumas situagdes,
pode ndo estar diretamente associada a integrida-
de da membrana, ja que a despeito de estar integra

pode nao ser funcional, ou poderd apresentar lesdes
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superficiais com a sua funcionalidade inalterada.
Essa hipotese foi sugerida por Vazquez et al. (1997),
ao afirmarem que espermatozoides vivos podem ter
uma membrana nao funcional, incapaz de responder
ao HOST, mas estruturalmente intacta. Esses autores
sugeriram que o HOST ¢ um teste mais sensivel que
os testes de integridade estrutural da membrana, pois
possibilita excluir do grupo de células funcionais,
aquelas subviaveis ou moribundas, com capacidade
reduzida de se manterem vivas por muito tempo e que
nio respondem ao HOST, apesar de se apresentarem
como viaveis nas coloragdes. Tais consideracdes su-
gerem que a diferenca entre o percentual de células
que responderam ao teste de integridade estrutural da
membrana plasmatica pelo EOS, e o encontrado no
HOST, potencialmente, pode ser formada por esper-
matozoides moribundos.

Conclui-se que o choque osmético com a dgua deio-
nizada, nas diferentes dilui¢oes testadas, pode forne-
cer informagdes complementares interessantes para
a avaliagdo da viabilidade do sémen ovino pos-des-
congelaqéo, inclusive, para se pré-estimar a ocorrén-
cia de alto percentual de subpopulagdes espermaticas
com membrana plasmatica integra, especialmente
quando utilizado em associagdo com outros testes
de integridade estrutural da membrana. Entretanto,
¢é importante a realizagdo de estudo futuro para pa-
dronizagao da dgua destilada para HOST em ovinos,
comparando-a com as solu¢des hiposméticas conven-
cionais utilizadas rotineiramente e correlacionando as

informagdes com teste de fertilidade in vivo.
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