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Abstract: 'The study aimed to establish the most suitable osmolarity range of the hypoosmotic solution
for testing the membrane integrity in raw semen of rams. Sodium citrate and fructose based solutions
(S) with the following osmolarities (mOsm/L) were used: 50 (S1), 75 (S2), 100 (S3), 125 (S4), 150 (S5),
175 (S6), 200 (S7), 250 (S8), 290 (S9) and 300 mOsm/L (S10). Nine mature Santa Ines rams (21.5+0.5
months; 72.9+1.6 kg) had semen collected one month apart. After the hypoosmotic swelling test
(HOST) the ejaculates were evaluated using a phase-contrast microscope. A total of 200 spermatozoa
were counted and sperm cells were classified as spermatozoa with coiled tails (CD, %), strongly coiled
tail (CFD, %) or non-coiled tails. According to CD, S1, S2, S3, $4, S5, S6 and S7 were superior Lo S8, S9
and S10 (P<0,05). According to CFD, S2, S3, $4, S5, S6 and S7 were superior (o S8, S9 and S10 (P<0,05).
Results suggest that the 75 up to 200 mOsm/L solution would be best for using in HOST when raw
semen of rams is analyzed.

Keywords: ram; sperm; hypoosmotic solution.

Palavras-chave: ovinos; espermatozoide; solugao hiposmotica.

Introdugio - A expansio da ovinocultura tem tido destaque nas ultimas décadas em diversas
regides do pais, sendo uma atividade atrativa para produgio de leite, carne e couro de qualidade’.
Contudo, intimeras biotécnicas da reprodugio aplicadas ao sémen ovino sdo baseadas em méto-
dos desenvolvidos para outras espécies®. Assim, torna-se crucial a execu¢io de estudos espécie-
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-especificos que possam melhorar a eficiéncia reprodutiva desses animais. O teste hiposmético
(HOST) é uma técnica diagnodstica capaz de indicar a condigio estrutural da membrana esperma-
tica, sendo executada com osmolaridade jd estabelecida e relatada na literatura, em espécies como
bovinos e equinos**. Porém, para os ovinos, essa referéncia ainda nao foi propriamente estabele-
cida. As membranas celulares sido responsaveis pela homeostase, por possibilitarem transporte
seletivo de moléculas entre os meios intra e extracelular’. Quando o espermatozoide ¢ inserido
em ambiente hiposmético, o solvente do meio extracelular tende a entrar na célula, a fim de pro-
mover equilibrio celular®. O influxo de solvente provoca turgidez celular, fazendo com que a cauda
espermdtica se dobre, indicando que a membrana espermatica se encontra integra e funcional’.
Assim, considerando a necessidade de refinamento de biotécnicas reprodutivas para a espécie, o
objetivo do trabalho foi estabelecer a osmolaridade mais adequada da solu¢io hiposmética usada
para avaliacdo da integridade da membrana espermatica no sémen in natura de ovinos.

Material e Métodos - O experimento foi conduzido de janeiro a maio de 2016, na Embrapa
Pecudria Sudeste, em Sao Carlos-SP, Brasil. Foram utilizados 9 reprodutores ovinos Santa Inés,
em grupo experimental homogéneo (21,5+0,5 meses, 72,9+1,6 kg e ECC 3,3+0,1). Os animais
foram mantidos em lote tinico sob as mesmas condi¢des de manejo nutricional e sanitario, per-
manecendo em confinamento, com fornecimento didrio de dieta composta por 80% volumoso
¢ 20% de concentrado, com acesso ad libitum a agua e sal mineral. A avaliacdo da integridade de
membrana plasmatica consistiu na utilizagdo de solu¢des hiposméticas, composta por D-fruto-
se e citrato de sodio dihidratado. As solugdes apresentavam 10 osmolaridades diferentes (mOs-
m/L): 50 (S1), 75 (S2), 100 (S3), 125 (S4), 150 (S5), 175 (S6), 200 (S7), 250 (S8), 290 (S9) e 300
(S10), determinadas por extrapolagdo alométrica em relagdo a espécie caprina®. O sémen foi
coletado mensalmente por vagina artificial, totalizando 5 coletas/animal. Apés a coleta, o sé-
men in natura foi avaliado quanto aos aspectos quantiqualitativos. Atendendo as premissas de
normalidade para a espécie®, o ejaculado era destinado aos tratamentos. Uma aliquota de 20 pL
de sémen foi adicionada a cada uma das diferentes solu¢des hiposmdticas (500 pL), sendo as
amostras homogeneizadas e incubadas a 37°C por 60 minutos. Apds, foram adicionados 500 pL
de solugao formol-salina tamponada e as amostras mantidas a 5°C até a analise. Foram avalia-
das 200 células por amostra, em microscopia de contraste de fase (1000x)°. Os espermatozoides
foram classificados como portadores de membrana plasmatica integra ao apresentar intumes-
cimento celular visualizado mediante o dobramento da cauda’. Adicionalmente ao total caudas
dobradas (CD, %), as células que apresentaram forte enrolamento da cauda (CFD, %) também
receberam classificagdo, a fim de minimizar o efeito de possiveis defeitos morfoldgicos do eja-
culado sobre o teste hiposmético. Para a contagem de CD foram consideradas todas as células
que apresentavam qualquer tipo de dobra na cauda, incluindo a CFD. Para andlise estatistica, os
dados de integridade de membrana plasmatica foram submetidos a avaliacdo da normalidade
dos residuos, seguida de andlise de varidncia. Em caso de significAncia, as médias foram compa-
radas pelo teste de Tuckey. O nivel de significAncia previamente adotado foi de 5%.

Resultados e Discussdo - A CD e a CFD apresentaram diferenca significativa quando as células
espermaticas foram expostas as diversas osmolaridades das solugdes hiposméticas (Figura 1).
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Figura 1. Médias (£ erro padrao) do nimero de caudas dobradas (%) em solu¢des hiposmdticas com
diferentes osmolaridades (mOsm/L). Letras distintas indicam diferenca significativa entre as solugdes,
pelo teste de Tuckey (P<0,05).

As populag¢bes espermaticas apresentaram elevada porcentagem de CD da solugédo S1 a
§7, atingindo menores valores nas solugdes S8 a S10. Essa tendéncia também foi notada para
CFD, diferindo apenas na particularidade de que em S1 os valores ndo apresentaram distin-
¢do de S8, S9 e S10 (P>0,05). A comparagio entre CD e CFD foi propositalmente executada
para inferéncia do efeito das diferentes osmolaridades, pois o dobramento intenso da cauda
do espermatozoide pode sugerir um defeito morfoldgico celular prévio® e néo, de fato, ser
consequente a exposi¢ao hipo-osmolar. Assim, no presente estudo, com o comportamento
semelhante de CD e CFD, pode se inferir que nio houve influéncia de defeitos morfolégicos
na analise pretendida. Por conceito, a solugdo hiposmotica considerada ideal deve ocasionar
um estresse osmatico suficientemente grande para causar aumento observavel no volume
intracelular, mas sem levar a lise da membrana espermatica®. Isso justifica a notavel redugao
na propor¢io de células com CD e CFD, observadas nas S8 (250 mOsm/L), S9 (290 mOs-
m/L) e §10 (300 mOsm/L), permitindo inferir que essas concentragdes nao sio adequadas
para execugdo do HOST em ovinos. Sendo assim, as osmolaridades de 75 a 200 mOsm/L
aparentemente apresentaram ser mais eficientes para o teste, o que difere a técnica daquela
utilizada para outras espécies, como, caprinos (100 a 200 mOsm/L)? bovinos (150 mOsm/L)?
e equinos (25 a 100 mOsm/L)". A CD diminuiu significativamente da primeira a quinta cole-
ta de sémen (Figura 2A) e diferiu entre animais (Figura 2B). Sabe-se que a qualidade seminal
estd associada 2 influéncia da frequéncia de coletas, além de certas varidveis do ambiente!!,
0 que pode ter ocorrido no presente estudo, explicando a queda da CD ao longo das coletas.
A influéncia das caracteristicas seminais individuais dos animais também sio relatadas por
outros autores'?, o que corrobora os achados desse trabalho.
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Figura 2. A- Médias (+ erro padrdo) do nimero de células com caudas dobradas (%) obtidas do agrupamento de
todas as solugdes hiposmdticas, avaliadas em 5 coletas de sémen consecutivas. B- Médias (+ erro padrdo) do nimero
de células com caudas dobradas (%) obtidas do agrupamento de todas as solugdes hiposmoticas, avaliadas por ani-
mal. Letras distintas indicam diferenga significativa, pelo teste de Tuckey (P<0,05).

Conclusio - O presente estudo demonstrou que as osmolaridades de 75 a 200 mOsm/L apa-
rentemente foram mais eficientes para uso no HOST em sémen in natura de ovinos.
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