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Introducéo

A integridade funcional da membrana plasmatica da célula espermatica é de relevancia
para que haja o desencadeamento dos mecanismos fisioldgicos envolvidos na
fecundacao (capacitacdo, reacdo acrossdmica, fusdo do espermatozoide com ovOcito)
(MAFFILI et al., 2003; SIQUEIRA et al, 2007), e para a manutencdo e sobrevivéncia
espermética no genital feminino (SQUIRES et al, 1999). Na tentativa de avaliar a
funcionalidade de membrana plasmética de células esperméaticas JEYENDRAN et al,
(1984) propuseram o uso do teste de estresse hiposmoético (HOST) para avaliacdo da
integridade funcional da membrana.

O HOST tem sido usado com sucesso na avaliacdo do sémen de garanh&o (FURST et al.,
2005; MELO et al, 2005), bode (FONSECA et al, 2005) touros (ROTA et al, 2000) e
jumentos (TRIMECHE et al, 1996). E considerado um método simples e acessivel que
pode ser utilizado em adicdo as avaliacdes rotineiras do sémen, sendo baseado na
ocorréncia da passagem e transporte, semi-seletivo, de substancias através da
membrana, onde o0 mesmo ocorre com a passagem de agua até que haja equilibrio no
gradiente de pressdo osmotico (DAVIES-MOREL, 1999; MELO e HENRY, 1999).

Se uma célula espermética é colocada em uma solugdo hiposmaética menor que 290
mosm, ocorrera a passagem de fluido do meio externo para o meio intracelular até que
sejam igualadas as osmolaridades, o que resulta em ingurgitamento da cabeca e,
principalmente, na regido das fibras na cauda resultando em dobramento da mesma em
espermatozoéides com membrana intacta. Assim, este dobramento pode ser facilmente
visualizado ao microscoépio, onde quanto maior o numero de espermatozdides reagidos,
melhor e mais funcionalmente estardo as membranas (DAVIES-MOREL, 1999; SIQUEIRA
et al, 2007).

Os estudos com HOST em diversas espécies de animais domésticos tém apresentado
resultados contraditorios em testes de correlacdo com fertilidade. SIQUEIRA et al. (2007)
encontraram  correlacdo meédia baixa (r2=0,23) para sémen de touros
congelado/descongelado; enquanto REVELL & MRODE (1994) encontraram correlacéo
de 0,79 entre HOST e a taxa de gestacao em bovinos; NIE et al, (2002) encontraram
correlacdo de 0,33 entre o HOST e os resultados de fertilidade de campo para sémen de
garanhdo.

Na literatura poucos trabalhos com HOST tiveram seu foco em sémen de jumentos
(TRIMECHE et al., 1998; SERRES et al., 2002; ALVAREZ et al., 2006), utilizando mais o
cavalo o qual demonstrou que o referido teste pode ser empregado como método auxiliar
para avaliacdo seminal.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a variagdo da resposta ao teste hiposmotico em
diferentes momentos do processo de criopreservagcao do sémen de jumentos.

Material e Métodos
O experimento foi realizado em um haras comercial de producdo de muares e asininos
em Guaraciaba, Zona da Mata do Estado de Minas Gerais.
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Utilizaram-se cinco jumentos (J1, J3, J4, J5 e J6) para a coleta de sémen. Apos feitas as
avaliacOes e separacao da fracdo gelatinosa, o sémen foi diluido, na proporcao de igual
volume, de uma parte de sémen para uma parte do meio diluidor de minima
contaminacgdo (KENNEY et al., 1975).

O sémen foi distribuido em tubos falcon graduados com capacidade de 15 mL,
centrifugado por 15 minutos a 600g na centrifuga FANEN Baby I1°. Apés a centrifugacéo o
sobrenadante foi removido com auxilio de uma palheta francesa de 0.5 mL, acoplada a
uma seringa de 20 mL. Apés a retirada do sobrenadante, o pellet formado foi
cuidadosamente ressuspendido em dois diluidores de congelamento de sémen: 1)
Diluidor de MARTIM et al. (1979) e 2) Diluidor de NAGASE & NIWA, (1964), modificado
com adicao de orvus-es-paste (OEP) (lauril sulfato de sédio) na proporcdo de 0,08 mL,
para cada 20 mL de gema de ovo. Teve-se o cuidado de utilizar tubos que haviam sido
pares na centrifugacao, para a divisdo igualitaria entre os dois diluentes.

O sémen foi ressuspendido gentilmente com auxilio de uma pipeta automética com
capacidade de 1000 pL. O volume de diluidor acrescentado foi o suficiente para atingir
uma concentraco final de 200 x 10° espermatozéides/mL, determinado por avaliacdo da
concentracao espermatica momentos apds a ressuspensao.

Apoés a adequacao da concentracdo espermatica o sémen foi envasado manualmente em
palhetas do tipo francesas (Minitub® do Brasil Ltda.) de 0,55 mL de capacidade, e
lacradas com &lcool polivinilico, previamente identificadas para cada um dos diluidores e
cada um dos cinco jumentos (J1, J3, J4, J5, J6).

Em seguida, as palhetas foram depositadas em um dispositivo especial para resfriamento
de sémen eqiino descrito por FURST et al.(2005). O sémen foi mantido dentro da
geladeira neste dispositivo por 35 minutos, entdo o tubo de ensaio foi sacado do
recipiente e em seguida permaneceu por mais 25 minutos, considerado este como tempo
de estabilizacédo, e entéo foi submetido ao congelamento.

Imediatamente antes do congelamento, uma palheta de cada diluidor foi retirada para
realizacdo do teste hiposmatico. Antes da realizacdo destas avaliacOes as palhetas foram
mantidas por pelo menos 5 minutos em banho-maria a 37 °C.

Para o teste HOST, utilizou-se uma gota de 10uL de sémen em 1 mL solugéo de sacarose
100 mosml, incubados por 60 minutos em banho-maria a 37°C e fixado com 0,5 mL de
solucao de formol salino de HANCOCK (1957) para posterior avaliacdo, baseado nas
metodologias de MELO e HENRY (1999) e FURST et al. (2005).

Na interpretacdo dos resultados utilizou-se o diagrama utilizado para sémen caprino
extraido de FONSECA et al. (2005). Previamente, procedeuse homogeneizacdo dos
tubos fixados e uma gota da solucdo fixada foi colocada entre lamina e laminula, para a
contagem de 100 células de cada ejaculado e de cada fase de processamento do sémen.
Para isso utilizou-se microscopia convencional em aumento de 400x. O calculo da reacéo
de HOST foi feito por intermédio da seguinte férmula: HOST= (% Caudas dobradas pos
teste) — (% Caudas dobradas antes do Teste).

O congelamento foi feito pela técnica manual em caixa isotérmica de isopor com
capacidade para 45 litros com dimensdes de 50 x 80 x 50 cm (altura, comprimento e
largura), com nivel minimo de nitrogénio liquido de 4 cm e grade flutuante, com bases de
isopor, a 3 cm do nivel de nitrogénio. A caixa térmica de isopor foi mantida em
congelador doméstico (300 Litros) para se evitar variagcbes no congelamento de acordo
com a temperatura ambiente. O descongelamento foi realizado a 37°C por 30
segundos.Para avaliagdo dos dados se fez uso do programa de Analises Estatisticas e
Genéticas (SAEG, versédo 9.1, UFV, 2007).



Resultados e Discussao

Os resultados registrados para o teste de estresse hiposmoético (HOST) foi de 51,16 +
6,89%; 45,16 £ 5,95%; 44,69 + 5,1%; 442,62 + 5,11%; 42,56 = 5,04% para sémen fresco,
sémen resfriado/estabilizado (Nagase-modificado e Martim; na ordem) e sémen
congelado/descongelado (Nagase-modificado e Martim; na ordem), respectivamente (Tab.
01). Nao foram registradas diferencas ao HOST entre sémen fresco e
resfriado/estabilizado para os dois meios (P>0,05), e nem entre os dois diluidores para o
estagio do sémen resfriado/estabilizado (P>0,05). O sémen resfriado/estabilizado no
diluidor de Martim, ndo foi diferente do sémen congelado/descongelado no diluidor de
Nagase modificado (P>0,05), assim como néo foi diferente a resposta ao HOST entre os
meios diluidores para o sémen congelado/descongelado (P>0,05).

Tab. 01 - Resultados para o teste de estresse hiposmotico para sémen fresco, sémen
resfriado/estabilizado e sémen congelado/descongelado

Fase de processamento HOST (%)*
Semen Fresco 51,16 + 6,89A
Sémen Resfriado Nagase 45,16 + 5,95A
Sémen Resfriado Martim 44,69 + 5,14AB
Sémen Congelado Nagase 4262 +5,11BC
Sémen Congelafo Martim 42 56 +5,04C

*P>0,05 com ANOVA e teste de TUKEY com probabilidade de erro de 5%. **Diferentes letras na mesma
coluna indicam diferengas estatisticas pelo teste de Kruskal-Wallis (P>0,05).

A variacao da resposta percentual de células espermatica reagidas ao HOST do sémen
fresco até sémen congelado/descongelado foi muito baixa em torno de 11%, esta
resposta foi provavelmente por consequéncia das diferentes sub-populacdes espermética
presentes no ejaculado. O grau de resposta ao HOST se mantiveram constartes,
provavelmente esta seja a sub-populacdo espermatica com melhor taxa de sobrevivéncia
ao congelamento/ descongelamento. De acordo com (CURRY, 2000) estdo presentes no
ejaculado diferentes sub-populacBes com caracteristicas distintas de sobrevivéncia ao
congelamento. MOORE et al, (2005) registrou a presenca de 4 sub-populacdes em
ejaculados de jumentos da raca Catald, no sémen fresco e resfriado, semelhante ao
sémen de garanhdes. A importancia do HOST foi demonstrada por VIDAMENT et al.
(1998) e MELO e HENRY (1999), esses pesquisadores registraram alta correlacdo entre
espermatozoides reagidos ao HOST com motilidade espermatica para garanhdes. No
presente estudo, a correlagdo com HOST e motilidade progressiva para o sémen
congelado/descongelado foi média e positiva (r = 0,53 e r = 0,51 Martim e Nagase-
modificado), ndo sendo registrada correlacao (r = 0,038) entre o vigor espermatico e fase
do processamento do sémen.

Para as demais caracteristicas motilidade total e progressiva e o HOST registraram-se
correlacbes negativas de médias a alta e conforme variou o0 processamento do sémen
fresco, resfriado/estabilizado e congelado/descongelado (r: -0,87;-0,87, -0,55, e -0,43
respectivamente). Ou seja, como era esperado a medida que se evolui na fase de
processamento do sémen de fresco/resfriado-estabilizado/congelado-descongelado,
piores foram as respostas aos parametros como: diminuicdo da motilidade (total e
progressiva) e menor percentual de células reativas ao HOST, indicando lesbes a
membrana espermatica.

O parametro HOST apresentou baixa correlacdo (r = - 0,43) com a fase de
processamento do sémen, provavelmente ocasionado pela menor variacdo observada no
HOST, em média a variacdo das células reagidas variou em 8,6% do sémen fresco até o
sémen congelado/descongelado, evidenciando que a populacdo espermatica que reagiu
no sémen fresco se manteve constante, viavel até o descongelamento.



Em concluséo a resposta ao teste hiposmotico com a presente solucdo e metodologia, se
manteve constante durante as diferentes fases de processamento do sémen sugerindo
que a populacéo de células que reagiu no sémen fresco sobrevivera ao congelamento.
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