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Teste hiposmoético para avaliagao da viabilidade do sémen eqiiino
resfriado com diferentes diluidores

[Hypoosmotic test to predict viability of equine chilled semen in different extenders]
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RESUMO

Utilizou-se o teste hiposmotico (HO) para estudar a capacidade de preservacdo da membrana plasmatica
do sémen eqiiino resfriado em diferentes meios. Estimou-se a correlagdo entre os resultados do teste HO ¢
os exames de rotina aplicados ao s€men, usando-se sémen de sete garanhdes. Cada ejaculado foi diluido
em trés meios, Kenney (K), Baken com 3% de gema (B3) ¢ Baken com 10% de gema de ovo (B10), e
resfriado a 5°C. Avaliaram-se a motilidade total (MT), a motilidade progressiva (MP), o vigor
espermatico (V), a porcentagem de espermatozdides morfologicamente normais (NOR) e os resultados do
teste HO no sémen fresco e a cada 24 horas pos-resfriamento. A longevidade espermatica foi considerada
como o tempo de manutengdo da motilidade espermatica progressiva superior a 10% do sémen diluido e
resfriado. Maior longevidade espermatica foi obtida nas amostras diluidas em meio B3. Os resultados do
teste HO sugerem que os diluidores & base de gema de ovo preservaram melhor a membrana plasmatica.
Foram obtidos valores de correlagdo (P<0,05) entre o teste HO e a motilidade espermatica (MT=0,57,;
MP=0,59), e correlagdo baixa entre HO ¢ NOR (0,16).
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ABSTRACT

The hypoosmotic test (HO) was used to evaluate plasmatic membrane integrity of equine chilled semen
and to estimate the correlation between the results of the HO test and those from applied routine exams of
semen. The semen of seven stallions was preserved at 5°C in three different extenders. Each ejaculate was
diluted in three extenders, Kenney (K), Baken with 3% of egg yolk (B3) and Baken with 10% of egg yolk
(B10), and chilled at 5°C. The total motility (MT), progressive motility (MP), spermatic vigor (V), normal
spermatic morphology (NOR) and HO test were used to evaluate semen immediately after collection and
at 24 hour-intervals. Spermatic longevity was defined as the time taken to the progressive motility to
decline under 10%. Semen diluted in B3 had the best longevity. The results of the HO test suggest that
extenders made with egg yolk preserved the membrane plasmatic. Correlation (P<0.05) between HO test
and spermatic motility (MT=0.57; MP=0.59), and low correlation between HO and NOR (0.16) were
observed.
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INTRODUCAO

Caracteristicas espermaticas padrao
(concentracdo, motilidade e morfologia) sdo
freqiientemente insuficientes, por si so, para o
diagnéstico de fertilidade/infertilidade, a ndo ser
que individualmente sejam muito diferentes dos
valores da normalidade para a espécie. A
habilidade do teste hiposmotico (HO) em avaliar
a integridade funcional da membrana plasmatica
torna-o um teste complementar importante na
avaliagdo in vitro do sémen criopreservado, uma
vez que tanto a congela¢do quanto o resfriamento
podem levar a efeitos deletérios sobre a
membrana.

Meios diluidores de sémen sdo utilizados com o
objetivo de proteger os espermatozodides contra
os efeitos deletérios do resfriamento a
temperaturas criticas. Os meios diluidores mais
amplamente empregados em procedimentos de
resfriamento do sémen eqiiino sdo a base de leite
desnatado e gema de ovo, oferecendo resultados
variados em relagdo a motilidade espermatica,
como relatado em revisdo de Silva Filho (1994).

Este experimento teve como objetivo utilizar o
teste HO para estudar o comportamento do
sémen eqiiino resfriado em diferentes meios,
avaliando sua capacidade em preservar a
membrana plasmatica e identificar o grau de
associagdo entre o teste HO e os exames de
rotina aplicados ao sémen.

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se s€men de sete garanhdes, sendo seis
da raca Mangalarga Marchador e um da Bretao,
todos coletados no mesmo dia. Logo apos a
coleta, foi feita a avaliagdo das caracteristicas
fisicas do sémen (motilidade total, motilidade
progressiva e vigor) segundo Jasko (1992). Uma
aliquota foi fixada em solugdo de formol-salina
para posterior avaliagdo das caracteristicas
morfologicas (Kenney et al., 1983), em
microscopia de contraste de fase, e outra foi
submetida ao teste HO. Apods  esses
procedimentos, cada ejaculado foi diluido em
trés meios: Kenney (K) (Kenney et al., 1975),
Baken com 3% de gema (B3) (Nishikawa, 1959)
e Baken modificado com 10% de gema de ovo
(B10) (Mello, 1998), todos preparados sem
antibioticos. As osmolaridades dos meios
diluidores K, B3 ¢ B10 foram, respectivamente,
351,5mOsmol/l, 321,5mOsmol/l e
357,5mOsmol/l. Inicialmente procedeu-se a
diluigdo 1:1 em cada um dos meios diluidores
(10ml de sémen em 10ml de cada meio diluidor,
ambos a 37°C), até o calculo da diluigdo final. A
concentragdo espermatica foi ajustada para
50x10° espermatozoides/ml. Procurou-se manter
o0 volume da amostra final, a ser submetida ao
resfriamento, proximo de 40ml. Durante o
processamento, o sémen diluido 1:1 foi mantido
em temperatura ambiente. O tempo gasto entre a
coleta e o inicio do resfriamento é apresentado na
Tab. 1.

Tabela 1. Caracteristicas fisicas do sémen eqiiino imediatamente pds-coleta, diluigdo final, volume final e

tempo entre coleta e inicio do resfriamento

GAR 1 2 3 4 5 6 7 Média Desvio
MT (%) 75 80 75 80 75 50 85 74,3 11,3
MP (%) 70 70 60 60 75 50 65 64,3 8,4
V (0-5) 3 4 4 4 4 3 4 3,7 0,5
DF 1:9,8 1:2,3 1:2,9 1:2,6 1:3 1:3 1:3 1:3,8

VF (mL) 54 33,5 39 36 40 40 40 40,4 6,5
TCR (min.) 92 111 130 173 90 106 88 112,8 30,4

GAR= garanhdo; MT= motilidade total; MP= motilidade progressiva; V= vigor espermatico; DF= dilui¢do final do sémen; VF=
volume final do s€men diluido; TCR= tempo entre coleta e inicio do resfriamento do sémen.

O resfriamento foi feito em geladeira doméstica,
submetendo-se as amostras as seguintes taxas
de resfriamento: primeiros 15 minutos,
-0,16°C/minuto, e primeiras duas horas,
-0,09°C/minuto, até estabilizar a 5°C. Com o
intuito de evitar qualquer flutuagdo na
temperatura com o0 manuseio, as amostras foram
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mantidas na geladeira, submersas em agua a 5°C,
durante o periodo experimental.

A cada 24 horas, de cada amostra foram retirados
2ml e colocados em banho-maria a 37°C durante
trés minutos. Procederam-se avaliagdes das
amostras e retirada da aliquota para realizagdo do
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teste HO. As avaliagdes das caracteristicas
fisicas e morfologicas do sémen e o teste HO
foram realizados a cada 24 horas pods-
resfriamento, at¢é a queda da motilidade
progressiva para valores inferiores a 10%. O
tempo de aquecimento das amostras foi alterado
para cinco minutos a partir do quinto dia de
leitura. A longevidade espermatica  foi
considerada como tempo de manutencdo da
motilidade espermatica progressiva igual ou
superior a 10% (Jasko, 1992). O teste HO foi
realizado conforme Melo e Henry (1999),
constando da incubagdo de 0,Iml de sémen em
1,0ml de solu¢do de sacarose 100mOsmol, a
37°C/30 minutos. Foram contadas 100 células no
aumento de 500 vezes em microscopia de
contraste de fase, e o calculo de formas reativas
seguiu a formula: HO = (% de alteragdes na
regido da cauda apds teste HO) - (% de
alteracdes na regido da cauda antes do teste HO).

O delineamento experimental, utilizado para o
estudo das caracteristicas fisicas e morfologicas
do sémen e os resultados do teste HO, foi o de
parcelas  subdivididas, sendo o dia de
resfriamento considerado a subparcela. A
variavel HO, que apresentou valores percentuais
com grande variagdo, foi transformada para
angulo, correspondendo arco-seno /X/100 . Para
comparagdo entre médias, usou-se o teste t de
Student (User's..., 1990).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas do sémen e os detalhes dos
procedimentos na manipulagdo do sémen estdo
resumidos na Tab. 1. A porcentagem média de
espermatozdides morfologicamente normais foi
60,319,2%. Os ejaculados utilizados para o
resfriamento seguiram o padrdo de normalidade
para a espécie sugerido por Jasko (1992).

A diluigdo final foi superior a 1:2, conforme
recomendado na literatura (Jasko et al., 1991;
Loomis, 1992). A taxa de resfriamento citada na
metodologia refere-se ao resfriamento a partir da
temperatura ambiente (proximo de 25°C) e
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condiz com as sugestdes de Kayser et al. (1992),
os quais afirmaram que o espermatozoide eqiiino
deve ser resfriado a taxas <-0,1°C/minuto,
preferencialmente a -0,05°C/minuto, de 20 a 5°C.

Optou-se por analisar os resultados até o sexto
dia pos-resfriamento, baseando-se na observagdo
de que a maioria dos ejaculados manteve, em
todos os meios diluidores até esse dia, motilidade
progressiva acima de 10%.

Para avaliar a capacidade de preservagao dos
meios diluidores, compararam-se motilidade total,
motilidade progressiva, vigor e porcentagem de
espermatozoides morfologicamente normais no
primeiro dia de armazenamento a 5°C, no quarto e
no sexto dia. Escolheu-se o quarto dia como o
intermediario, dentro desse periodo de
armazenamento, para comparagao entre 0os meios
diluidores, pois ele foi considerado um dia critico
com base, principalmente, nas avaliagdes da
motilidade total. Os trés meios preservaram bem
a motilidade espermatica até o terceiro dia de
resfriamento. Na analise comparativa dos dias de
resfriamento, dentro de cada meio, observou-se
que nos trés primeiros dias de resfriamento a
queda da motilidade total e progressiva foi lenta.
No meio B10, a queda do vigor espermatico ao
longo dos dias de armazenamento foi mais
evidente. No meio K, a queda do vigor foi bem
lenta e gradativa, e no meio B3, ndo houve
alteragdo do vigor espermatico ao longo dos dias
de armazenamento (Tab. 2).

Nao houve alteragao significativa da porcentagem
de espermatozoides morfologicamente normais, ao
longo dos dias de armazenamento, no sémen
resfriado. As oscilacdes encontradas foram
decorrentes de diferencas ja esperadas entre
leituras, aproximadamente 5%. No meio K, a
variagao entre a porcentagem de
espermatozdides morfologicamente normais, ao
longo dos dias de armazenamento, foi 4,8%; no
meio B3, a diferenga entre as leituras foi 4,2%; e
no meio diluidor B10, a diferenca nao
ultrapassou 4,0%.
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Tabela 2. Caracteristicas fisicas e morfologicas do sémen de sete garanhdes, diluido em meio Baken com

Melo et al.

10% de gema de ovo (B10), Baken com 3% de gema de ovo (B3) e Kenney (K), e resfriados a 5°C

Diluidor __ Dia MT (%) MP (%) V (0-5) NOR
1 64,6 £ 6,92A 58,6 £7,2aA 3,1 £0,3aAB 67,0 £ 15,6aA
2 57,9 + 11,0ab 543+92a 3,140,7a 69,0+ 13,1a
B10 3 53,6+ 17,1bc 50,4 + 15,4ab 2,440,7b 67,8 £ 8,6a
4 43,6+ 16,4cE 40,2 + 15,7bD 2,1+0,9bE 73,8 +11,1aD
5 20,1 +17,6d 16,9+ 13,9¢ 2,340,8b 67,1 £4,8a
6 12,2+ 16,3¢H 10,9 + 15,1dH 1,7 +0,9¢I 71,8 +9,4aG
1 66,1 + 8,1aA 57,5+ 6,1aA 3,0+ 0,5aB 63,0 + 13,92AB
2 64,3 £ 11,0ab 57,9+ 10,6a 3,1+0,6a 66,2 £9,6a
- 3 65,4 +7,0ab 56,8 +7.9a 3,14£0,2a 63,4+ 11,6a
4 54,6 + 14,9bcD 47,5+ 14,1abD 3,0+ 0,3aD 67,7 + 12,3aDE
5 45,0+ 11,6¢ 38,2+ 10,8b 2,9+0,4a 69,8 +11,1a
6 29,3 + 13,5dG 26,4 + 12,0cG 2,7+ 0,6aG 68,7 +9,9aGH
1 64,0 £ 13,9A 48,9 +21,8abA 3,5+ 0,4aA 59,5 + 8,4aB
K 2 61,4+11,7a 56,1 £9,9a 3,4+0,6a 60,8 + 14,82
3 53,9+ 10,1ab 43,6+8,4b 2,840,6b 59,7+ 14,0a
4 48,9+ 18,8bDE 39,3 +15,0bD 3,1 £0,7abD 66,4+ 17,3aE
5 30,5 + 14,6¢ 25,5+11,9¢ 2,7+0,9b 65,2 + 8,8
6 17,3 +9,7dGH 13,0 + 7.8dH 2,1+0,6cH 64,4 £ 11,9aH

Letras mintisculas distintas na coluna indicam valores diferentes (P<0,05) dentro de cada meio diluidor.
Dia 1 = letras maiusculas distintas na coluna indicam valores diferentes (P<0,05) entre diluidores; dia 4 = letras maiusculas distintas na
coluna indicam valores diferentes (P<0,05) entre diluidores; dia 6 = letras maitsculas distintas na coluna indicam valores diferentes

(P<0,05) entre diluidores.

MT = motilidade total; MP = motilidade progressiva; V = vigor espermatico; NOR = espermatozdides morfologicamente normais.

Na analise de varidncia do teste HO
(porcentagem de formas reativas), garanhdo,
meio diluidor, periodo de armazenamento e
interagdo entre garanhdo e meio diluidor tiveram
efeito significativo. A interacdo meio diluidor
versus dia de resfriamento ndo foi significativa.
Observa-se que a variagdo individual foi
significativa, devendo ser considerada na analise
dos resultados. O coeficiente de determinacdo foi
alto (R*= 0,87), mostrando adequagdo do modelo
em relagdo ao aspecto estudado, permitindo
estimativas confidveis, e o coeficiente de
variacdo baixo, 25,3%, indicando instabilidade
da resposta ao teste HO.

Houve queda gradativa na porcentagem de
formas reativas ao teste HO a medida que
aumentou o periodo de armazenamento nos trés
meios estudados (Tab. 3). Os meios B3 e B10
tiveram comportamento semelhante nos dias um,
quatro e seis de resfriamento, apresentando
sempre resultados superiores ao meio K, quanto
a porcentagem de formas reativas ao teste HO. O
ligeiro acréscimo, ndo significativo, observado
na porcentagem média de formas reativas ao
teste HO no armazenamento no meio B10 do
quinto para o sexto dia, provavelmente, deveu-se
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a retirada de um dos animais, que na analise do
quinto dia ja apresentava motilidade total e
progressiva inferior a 10%. Esse animal
apresentou as porcentagens mais baixas no teste
HO nas leituras anteriores (quarto e quinto dias).

Tabela 3. Percentual de espermatozoides eqiiinos
reativos ao teste hiposmético (HO) do sémen de
sete garanhdes, diluido em meio Baken com 10%
de gema de ovo (B10), Baken com 3% de gema
de ovo (B3) e Kenney (K), e resfriado a 5°C

Dia B10 B3 K
1 40,8 + 19,6abA 46,5 £ 16,1aA 26,2+ 10,7aB
2 42,2+19,3a 46,8 £ 10,8a 22,5 +8,5ab
3 35,5+ 19,4ab 42,4 + 8,8ab 20,5 + 6,6ab
4 29,3 £21,8bcA 38,8 £12,5abA 14,8 £ 7,9bcB
5 20,7+ 11,9¢ 32,8 +17,6bc 11,0 +7,6cd

6 27,0+£22,0cA 26,8 £ 18,6cA 74+7,7dB

Letras minusculas distintas na coluna ou maitsculas distintas
na linha indicam valores diferentes (P<0,05)

A porcentagem de formas reativas ao teste HO
foi, em geral, inferior ao percentual de
espermatozoides moveis. Para o meio B10, do
primeiro ao quarto dia de resfriamento, a
porcentagem de formas reativas ao teste HO foi,
em média, 32,4+4,1%, inferior a de motilidade
total; no quinto dia, os valores foram
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semelhantes, ¢ no sexto, a porcentagem de
formas reativas foi superior a de motilidade,
indicando, possivelmente, outro sitio de lesdo do
espermatozdide, alterando a  motilidade
espermatica, sem perda, em igual proporcao, da
funcionalidade da membrana plasmatica. No
meio B3 a porcentagem de formas reativas ao
teste HO foi, em média, 29,5+3,3% inferior a de
motilidade progressiva. No sexto dia de
resfriamento, os valores permaneceram mais
proximos, sendo a diferenca de 8,2% menor do
que a leitura média da motilidade.

No meio K, a diferencga entre os valores médios
da porcentagem de formas reativas ao teste HO e
da porcentagem de células moveis, avaliada
dentro de cada dia de armazenamento, foi bem
maior do que a verificada nos outros meios
(valor de HO, em média, 63,5+3,9% inferior ao
da motilidade total), sugerindo que o meio a base
de leite desnatado conferiu menor resisténcia ao
estresse osmotico, quando comparado aos meios
de armazenamento a base de gema de ovo. Esse
dado ¢é de extrema importancia, pois, se forem
levados em  considera¢do  somente  as
informagdes obtidas com as andlises da
motilidade (total e progressiva) e da morfologia
espermatica, principalmente nos primeiros dias
de armazenamento, ndo se fard distingdo entre os
trés meios para o armazenamento. Entretanto,
quando se analisam os resultados do teste HO,
constata-se que esses meios comportam-se
diferentemente.

Nao se observou correlagdo entre motilidade
espermatica ¢ integridade funcional da
membrana plasmatica do espermatozodide. Isso
foi, particularmente, observado no meio B10, no
qual ocorreu queda brusca de motilidade
espermatica (total e progressiva) do quarto para o
quinto dia de resfriamento, a qual ndo foi
acompanhada por queda da porcentagem de
formas reativas ao teste HO. A mesma tendéncia
foi observada no meio diluidor B3 nos dias cinco
e seis de resfriamento. No meio diluidor Kenney,
indices indicativos de reduzido numero de
espermatozdides com membrana plasmatica
funcional foram notados antes de se observar
queda da motilidade espermatica. O meio
diluidor B10 propiciou a menor longevidade
espermatica (Fig. 1), e foi um dos que melhor
preservou, segundo os principios do teste HO, a
integridade da membrana plasmatica, ndo
indicando relacdo direta entre a longevidade
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espermatica e a integridade funcional da
membrana. Watson (1995), em trabalho de
revisdo, relatou que, embora o declinio da
motilidade espermatica possa ser explicado com
base em mudangas no transporte ativo e
permeabilidade da membrana plasmatica da
regido da cauda do espermatozoide, é também
possivel que alteracdo na energia disponivel ou
danos aos elementos do axonema possam
contribuir para esse declinio. Dessa forma,
poderiam ser esperados resultados de baixa
motilidade sem, contudo, encontrar alto indice de
lesdio na membrana plasmatica. Isso explica,
parcialmente, a menor longevidade espermatica
de amostras no meio B10 observada neste
experimento. Nesse meio diluidor, pode ter
ocorrido alteragdo na energia disponivel ou
danos aos elementos do axonema, sem alterar em
igual propor¢io a integridade funcional da
membrana plasmatica.

K
B3
B10
0 5 10
Dias de
armazenamento
B Meédia M Desvio

Figura 1. Longevidade do sémen de sete
garanhdes, diluido em meio Kenney (K), meio
Baken com 3% de gema de ovo (B3) e meio
Baken com 10% de gema de ovo (B10), e
resfriado a 5°C.

Dois aspectos devem ser considerados sobre a
auséncia de relacdo absoluta entre motilidade
espermatica e integridade funcional da
membrana plasmatica do espermatozodide. O
primeiro ¢ o fato de se poder encontrar
espermatozdides com membrana plasmatica
integra, mas imoveis. Esse achado encontra
respaldo nas afirma¢des de Watson et al. (1987).
Esses autores quantificaram a lesdo de
membranas de espermatozoide eqiiino submetido
a choque térmico, por meio de microscopia
eletronica de transmissdo, e observaram que a
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quebra celular induzida no espermatozoide
eqiiino pelo choque térmico ¢é semelhante a
observada em outros ungulados e ocorre numa
variagdo de temperatura semelhante, isto &,
abaixo de 15°C. A lesdo das membranas na
regido da cabeca do espermatozdide parece ser
progressiva, comecando com a membrana
plasmatica e, posteriormente, envolvendo o
acrossoma. Segundo esses pesquisadores, em
contraste com o observado com o acrossoma, a
mitocondria parece ser lesada enquanto a
membrana plasmatica pode permanecer intacta,
talvez indicando que a lesdo ¢ mais uma
conseqiiéncia direta do estresse térmico sobre as
cristas mitocondriais, que uma conseqiiéncia de
mudang¢as do microambiente intracelular causado
pela perda da integridade da membrana
plasmatica. O segundo aspecto é o fato de se ter
observado, durante o experimento, que a
populagdo de espermatozdides com membrana
plasmatica integra foi, em geral, menor que a
populagdo de espermatozoides moveis. Nessa
situagdo, provavelmente, estd se tratando da
resisténcia ao estresse osmotico. A motilidade
avaliada antes do teste HO mostra o indice de
funcionalidade das células quando armazenadas
a 5°C. Apos submeter a amostra a incubagdo em
meio hiposmotico, constatam-se indices de
funcionalidade inferiores aos de motilidade. Isso
leva a refletir que se pode ter células moveis,
mas pouco resistentes ao estresse osmotico, e,
ainda, ter células imoveis, mas que mantiveram a
integridade funcional da membrana plasmatica,
ndo sendo necessariamente a  mesma
subpopulacdo espermatica avaliada nos dois
testes de funcionalidade, indicando a
complementaridade dos testes para diagnostico
do potencial de fertilizagao.

Os resultados com o teste HO sugeriram que os
diluidores a base de gema de ovo preservaram
melhor a membrana plasmatica, ao manterem
maior porcentagem de formas reativas que o
meio diluidor a base de leite desnatado. Segundo
White (1993), os fosfolipidios, principalmente os
encontrados na gema do ovo, protegem o
espermatozdide do choque térmico e também
previnem o aumento do fluxo de calcio para
dentro do espermatozoide. Lagares et al. (1999),
ao avaliarem a manutengcdo da motilidade e
funcionalidade da membrana plasmatica do
espermatozodide eqiiino, resfriado por 72 horas
em diferentes diluidores, verificaram que os
melhores resultados de integridade funcional da
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membrana  plasmatica e da  motilidade
espermatica foram obtidos quando o sémen foi
diluido em meios a base de leite. A diferenca na
composicdo de macromoléculas entre os meios
diluidores ou a retirada de certos componentes da
gema pela centrifugacio pode explicar a
diferenca nos resultados obtidos.

Malmgren et al. (1992) também demonstraram
que o meio a base de leite desnatado, comparado
a outro a base de gema de ovo, foi melhor para
preservar a motilidade dos espermatozoides
eqliinos na temperatura ambiente e a 5°C, quando
armazenado por 42 horas. O efeito da proporcdo
da gema de ovo no meio diluidor pode, em parte,
propiciar melhor protecdo aos espermatozoides.
No presente trabalho, a motilidade espermatica
no meio contendo 3% de gema foi melhor que no
meio contendo 10% de gema e que no meio a
base de leite. No trabalho de Malmgren et al.
(1992) nao se especificou a porcentagem de
gema de ovo do diluidor utilizado. E importante
salientar que neste experimento, nos dois
primeiros dias de armazenamento, periodo
semelhante ao observado por Malmgren et al.
(1992), nao foram detectadas diferengas quanto
as caracteristicas fisicas do sémen nos trés
diluidores utilizados.

Na Fig. 1 observa-se que o meio B3 apresentou
melhores resultados de longevidade, porém nota-
se que os valores acusados no teste HO ndo
foram superiores aos do meio B10, o qual
apresentou a menor longevidade espermatica. O
meio K apresentou queda brusca dos valores de
HO, principalmente a partir do quarto dia de
armazenamento, e teve longevidade semelhante a
obtida no meio B10.

Na Tab. 4 observam-se valores de correlagdo de
médio a baixo entre o teste HO e motilidade
total, motilidade progressiva, vigor espermatico e
espermatozdides morfologicamente normais. O
grau de associagdo encontrado entre essas
variaveis ¢ indicativo da existéncia de certo grau
de dependéncia entre elas. Essa associagdo ndo
foi maior devido ao fato de os fendmenos
bioldgicos que originam os movimentos dos
espermatozdides ndo serem somente dependentes
da estrutura do espermatozoide. As correlagdes
encontradas foram semelhantes as obtidas por
Caiza de Cueva et al. (1997) e inferiores as
relatadas por Rodriguez ¢ Bustos-Obregon
(1993), o que pode ser explicado pelo fato de
esses ultimos autores terem trabalhado com
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amostras obtidas diretamente do epididimo e de
ejaculados, os quais englobam gametas em
maturagdo, onde estdo ocorrendo mudangas das
propriedades fisiolégicas da membrana em

paralelo a aquisicdo de motilidade, e gametas
maduros.

Tabela 4. Correlagdo entre caracteristicas usuais
de avaliacdo do sémen e resultado do teste
hiposmético no sémen eqiiino diluido, resfriado e
armazenado a 5°C

MT MP \ NOR
MT - - - -
MP 0,95* - - -
\'% 0,76* 0,68%* - -
NOR -0,004 ns -0,009 ns -0,02 ns -
HO 0,57* 0,59* 0,46* 0,16 ns

MT= motilidade total; MP= motilidade progressiva; V= vigor
espermatico, NOR= espermatozoides morfologicamente
normais; HO= formas reativas ao teste hiposmoético (HO).
*= (P<0,05); ns= ndo significativo (P>0,05).

CONCLUSOES

Os resultados do teste HO sugerem que os
diluidores & base de gema de ovo preservam
melhor a membrana plasmatica quando
comparados ao diluidor a base de leite desnatado.
Os valores obtidos no teste HO e a correlagao
entre esses e a motilidade espermatica indicam
que o espermatozdide responde ao estresse
osmoético  diferentemente  da  motilidade
apresentada. O teste hiposmdtico adiciona
informagdes ao exame convencional do sémen e
pode ser utilizado para comparar diferentes
processos de preservagdo do s€men eqiiino.
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