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Este experimento objetivou determinar o melhor pro-
tocol o deteste hiposmatico (HO) paraavdiar aintegridade
funcional da membrana plasmética dos espermatozdides
eqliinos submetidos a criopreservacdo. Foram avaliadas
trés solucBes HO (dguadestilada, frutose 100 mOsmol/L e
citrato de sodio 100 mOsmol/L), os tempos de incubacéo
de0, 15 e 30 minutos dependendo do tipo de solucdo utili-
zadae o processo defixagdo ou ndo em formol-salina. Apos
a descongelacdo do sémen foram retiradas aiquotas de
sémen para incubagdo nas trés solucbes HO. Decorridos
ostempos deincubacdo (O, 15 e 30 minutos), retirou-se uma
aliquota de sémen para leitura do percentual de

RESUMO

espermatozdidesreativos ao teste HO efixou-se, em formol-
salina, o restante damistura sémen/solugéo HO para poste-
rior leiturae comparacdo entre asleiturasfixadas ver susndo
fixadas. N&o houve diferenca (P>0,05) entre os tempos de
incubacdo independente da solucdo HO utilizada. A agua
destiladaapresentou maior percentagem de espermatozdides
reativos ao teste no protocolo que ndo usou a fixagdo em
formol, entretanto apresentou resultado semel hante &s amos-
tras incubadas em frutose e citrato de sddio, no protocolo
gue utilizou a fixagdo em formol. N&o houve diferenca
(P>0,05) nacomparacdo, por solucdo, daleiturafixadaversus
ndo fixada.

PALAVRAS-CHAVE: Equino, sémen congel ado, teste hiposmético .

SIMMARY

EFFECT OF SOLUTION, FIXATION IN FORMOL-SALINEAND TIME OF INCUBATION ON RESULTSOF
HIPOOSMOTICTEST FORFROZEN EQUINESEMEN

The aim of thiswork was to evaluate eguine sperm
membrane integrity using the hypoosmotic swelling test
(HOST) and compare different solutions and time of
incubation in frozen semen. Twelve semen samples were
thawed at 75°C/7". The parametersof total and progressive
motility and vigour were evaluated post-thaw. Different
solutionswere used: distilled water, fructose 100 mOsol/L
and sodium citrate 100 mOsmol/L with different incubation
timeat 37°C: 0, 15 and 30 minutes and the fixation process
or not in formaldehyde. Therewas not difference (P>0,05)

among thetimesof incubation (0", 15', 30’). The percentage
of sperm exhibiting HOST inthe distilled water was superior
to reactionsin fructose and sodium citrate among samples
that didn’t use thefixation in formaldehyde. In the protocol
that used the fixation in formaldehyde the percentage of
sperm exhibiting HOST in the distilled water was similar to
reactions in fructose and sodium citrate. There was not
difference (P>0,05) in the comparison of sperm exhibiting
HOST among samplesthat werefixed informadehyde versus
samplesthat were not fixed.

KEY WORDS: Equine, cryopreserved semen, hypoosmotic swelling test.



220 ALVES, S. G G et d. — Efeito dasolucéo, dafixacdo em formol-salinaedo ...

INTRODUCAO

Dentretodos os aspectos morfol gicos estru-
turai s dos espermatozdides, aintegridade damem-
brana plasmética e da membranaacrossomal € de
crucial importanciaparao funcionamento dacéula
espermatica. As membranas S80 essenciai s aos pro-
cessos de capacitacdo, reacdo acrossomal, ligagcdo
com a zona pelUcida e de fusdo dos gametas. Por
iSS0, as membranas esperméti cas sdo fundamentais
no processo defertilizacdo. Narotinade avaliacdo
das membranas esperméticas, S8o maisempregados
as coloragdes com sondas fluorescentes e o teste
hiposmético (HARRISON & VICKERS, 1990;
MELO & HENRY, 1999). Essas coloragdes, no
entanto, além de possuirem um custo elevado, re-
querem o uso demicroscopio defluorescéncia, oqud
nem sempre seencontradisponivel noslaboratorios.

A gptiddo queamembranaplasméticadacau-
dado espermatozdide possui em expandir-senapre-
sencade umasolucdo hiposméticaéum indicativo
de que o transporte de &gua através da membrana
estdocorrendo normalmente. Esse transporte pode
ser considerado umsind deintegridade efuncionali-
dade damembranaplasmética, cujadtividadefuncio-
nal pode ser maisumindicador dahabilidadefertili-
zante do espermatozéide (JEY ENDRAN et al.,
1984).

O teste hiposmético (HO) foi primeiramente
utilizado naavaliagéo do sémen de humanos, utili-
zando-se umasolucdo, a150 mOsmol/L, decitrato
de sédio e frutose, demonstrando uma correl agéo
positivacom amotilidade emorfol ogiaespermética
(JEYENDRAN et al., 1984). A partir dai passou a
ser aplicado nas mais diferentes espécies, como a
bovina (CORREA & ZAVOS, 1994); eqlina
(YAVETZ et al., 1995); suina(VAZQUEZ et al.,
1997); canina(INAMASSU et al., 1999); caprina
(FONSECA et d., 2001) eovina(OBERST et adl.,
2003), desse modo, apresentando um grande nime-
rodeestudosinvitro ein vivo que sugeriram asua
utilidade clinica. Defato, maisestudostém sido pu-
blicados sobre aaplicabilidade do teste HO, do que
sobre outros novosindi cadores esperméti cos.

O protocolo pararealizacéo do teste HO pro-
posto por JEY ENDRAN et a. (1984) vem sendo
adaptado por diversos pesquisadores (CORREA &

ZAVOS, 1994; PINTO & LOBO, 1997; MELO
& HENRY, 1999; NIE & WENZEL, 2001;
DELL'AQUAJR. etd.,2002; MELOet al., 2003).
Trata-se de uso de diferentes sol ugBeshiposmaticas,
naosmol ari dade dessas solugdes, natecnol ogiaim-
postaao sémen e no tempo deincubacdo no qual o
sémen é submetido, visando determinar o melhor
protocolo deteste HO paraasdiversas espéciesde
animaisdomésticos.

Apesar darelativasimplicidadedo teste HO,
vérios pontos podem ser traba hados paratorné|o
um testededtaconfiabilidade. Pode-sediscutir des-
dequal soluto utilizar equal aosmolaridadeided da
solugdo HO, até detalhes como afixagdo ou ndo da
amostraobtida e até o nimero de célulasaserem
contadas(MELO & HENRY/, 1999).

O objetivo do presenteestudofoi verificar se,
parao sémen equino congelado: (1) autilizacéo da
&gua destilada como solugdo hiposméticapermite
fixagdo em formol-sainatamponada; (2) asreacoes
hiposmodti cas, nas sol ugdes utilizadas, acontecem
antesdostrintaminutosdeincubacdo e (3) seexiste
o efeito da solucdo hiposmética, quanto ao
percentual de espermatozdides reativos ao teste,
guando comparada quanto a fixagdo ou ndo em
formol-salinatamponadaapdstranscorrer o tempo
deincubagéo.

MATERIAL EMETODOS

Utilizaram-se doze doses de sémen congela-
do, colhidas de dez diferentes garanhfes. Asdoses
utilizadas encontravam-se envasadas em pal hetas
francesasde 0,5 mL, contendo aproximadamente
100x10° espermatozoides/mL , estocadas em nitro-
génioliquidoa-196°C.

Descongelaram-se asdoses de sémen em ba-
nho-mariaa75°C por sete segundos, eem seguida
a37°C por trintasegundos. Nos casosem que ha-
viamais de uma pal heta do mesmo garanhéo as
amostras eram misturadas e homogenei zadas, em
tubo de ensaio, resultando em um pool de sémen.

Imedi atamente apds adescongelacdo foi reti-
radaumaou maisaliquotas de sémen paraavalia-
¢cao damotilidadetotal (MT), damotilidade pro-
gressiva(MP) edo vigor espermético (V). Apbdsa
realizacéo dessasavaliagles, retirou-seumadiquota
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de 200 mL de sémen, aqual foi adicionadaa 300
mL deformol-sainatamponadaa37°C paraleitura
damorfol ogiaespermética.

O teste hiposmético foi empregado noensaio
paraavaliar aintegridade funcional damembrana
plasmati ca dos espermatozéides. Foram testadas
trés solugbes deincubacéo: dguadestilada, solucéo
defrutose e citrato de sodio a 100 mOsmol/L. A
osmolaridade das solucbes defrutose e citrato de
sodio foi medida em aparelho de precisdo (m
OSMETTE TM, Model 5004 Automatic
Osmometer —Natick MA —USA) baseado no ponto
de congel acdo dessas sol ucdes.

Astrés solucdes, acrescidas do sémen, fo-
ram submetidas adiferentestempos deincubacéo
em banho-mariaa37°C. A leiturafoi efetuadaapts
serem decorridos quinze minutosetrintaminutosde
incubagdo, paraastrés solucdes. Fez-seaindauma
leituraimediataparaaaguadestilada, reproduzindo
o0 protocolo de leitura proposto por MELO et al.
(2003).

Utilizou-se adguadestiladanaproporc¢do de
1:9 (20 mL desémen em 160 mL de &guadestila-
da), alterando-se a proporcao sugerida por
DELL'AQUA JR. et al. (2002). Paraareadlizacédo
doteste HO medianteautilizacdo defrutoseecitrato
desodio, foi mantidaaproporcéo de 1:11 (50 mL
de sémen em 500 mL de solucéo).

Apbs o término dos respectivos tempos de
incubacdo, procedeu-se aretiradade umaaliquota
de 5 mL de sémen/solucdo HO para leitura do
percentua de espermatozdides reativos ao teste
hiposmético, em preparacdo Umidaentrelaminae
laminulasob objetivadeimersdo, em microscopia
de contraste de fase com aumento demil vezes(Mi-
croscopio OlympusBX41). Asleiturasforamfeitas
por trés observadores diferentes, sendo que cada
solucdo foi lidapel o mesmo observador até o fina
doensaio.

Foram contadas cem células (JEY ENDRAN
et a., 1984) por amostra, incluindo-se os dobra-
mentos de cauda que pudessem ser classificados
como patol 6gicos, poi s estes seriam descontados
quando diminuidos dosdobramentosobservadosna
morfologiaespermética. Paratd cdculofoi utilizada
aseguinteformula: HO (%) = (% de alteragdesna
regido dacaudaaposteste HO) — (% de alteracdes

naregido da caudaantes do teste HO) (MELO &
HENRY, 1999).

O volumerestante de cadaamostra, submeti-
daao teste hiposmoatico, foi fixado emformoal-sdina
tamponadaa37°C (MELO & HENRY/, 1999), vi-
sando verificar se as porcentagens de esperma-
tozoidesreativos ao teste hiposmatico sofreram al-
teracdo com estafixacdo. O teste hiposmatico reali-
zado medianteautilizacdo de dguadestiladafoi fixa:
doem50 mL deformol-sainatamponada, e aqueles
realizados mediante autilizagcdo defrutoseecitrato
de sodioforam fixadosem 250 mL deformol-sdina
tamponada, paraposterior leituraemmicroscopiade
contraste defase, seguindo amesmametodol ogia
descritaparaasamostras que ndo sofreram fixagdo
emformoal.

Parao delineamento experimenta utilizaram-
se parcelas subdivididas, considerando ostempos
deleturas(imediata, 15 minutose 30 minutos) como
subparcel a, cujos ca culosdemédiaedesvio padréo
foram realizados conforme SAMPAIO (2002). O
estudo do percentual dereacdo dosespermatozoides
diante dediferentes solugBeshiposméticas, conside-
rando-se ostréstempos deincubagdo eafixacdo ou
ndo em formol salino tamponado, foi feito por meio
deandisedevaridncia Asmédiasobtidasforam com-
paradas pel os testes de Duncan e de Tukey, com
uma probabilidade de 5%. Na andlise estatistica
empregou-se o programaestatistico SPSS (Statistical
Package of Socia Science) —versdo 8.0 (1997).

RESULTADOS

A motilidadetotal foi acaracteristicaseminal
que apresentou maior variagéo —de 18,33% a71%
(43,3 14,2). A matilidade progressivafoi de 38,5
+ 14,5, e 0 vigor espermatico apresentou-se prati-
camente semelhante (2,6 = 0,4) em todas as doses
de sémen descongel adas.

A leituradamorfologiaesperméticarevelou as
seguintesmédias. alteracbes de cabeca (8,2 + 2,7);
gota citoplasmética proximal (2,7 £ 3,2); gota
citoplasméticadistal (0,9+ 1,1); pecaintermedi&ria
(16,3 + 8,5); somatdrio das alteragbes dapecaprin-
cipal e peca terminal (7,5 + 10,6). A média de
espermatozoides classificados como normaisfoi de
64,4+ 12,5.
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Osvalores percentuai s com seusrespectivos
desviospadres, dosespermatozdidesregtivosanteste
HO semfixacéo em formol-sainatamponada, nastrés
diferentes solugdes, estdo representadosnaTabelal.
Observou-sediferenca (P<0,05) entreasolucdo de
&gua destilada e as outras duas solucdes (frutose e
citrato desodio). A médiadereagdo por solugéo gpre-
sentou diferenca (P<0,05), sendo adguadestiladaa
solucéo HO que obteve a maior média de reacéo.
Entretanto néo houvediferenca(P>0,05) entreostem-
posdeincubacéo dentro damesmasol ugéo.

Asavaiagiesredizadas nasamostrasfixadas
aposaincubacdo nas diferentes sol ugoes hiposmo-
ticasdemonstraram diferenca (P<0,05) dasolucéo

decitrato de sodio a100 mOsmol/L quando com-
paradacom asolucéo de frutose 2100 mOsmol/L
(Tabela2).

N&o se observou que o processo defixacdo
emformol-salinatamponadainflui negetivamente so-
bre o percentual deformasrestivasao teste HO du-
rante 0 ensaio, porém houve umatendéncianuméri-
ca, emboranéo significativa (P>0,05), de menor
percentual deformasreativasno teste HO queem-
pregou &guadestiladaeleituraimediataaposfixa
caoemformol (Tabela3). Ndo seregistrou diferen-
¢a(P>0,05) dentro damesmasolucéo HO, quando
analisado o fator fixagao x ndo fixagdo em formol -
sdlinaaposaincubacio.

TABELA 1. Leiturado teste HO das amostras ndo fixadas em formol-salina.

Solugéo Leturaimediata 15 0 Média
Agua destilada 281+124 275+121 274+118 27,74
Frutose 100 mOsmol/L - 2361106 23,0+£11,6 2338
Citrato de sbdio 100 mOsmol/L - 21,8+110 235+11,1 22,78
A-B Médias com letras diferentes namesma col una diferem significativamente (P<0,05).

TABELA 2. Leiturado teste HO das amostras fixadas em formol-salina.

Solucéo Leituraimediata 15 0 Média
Agua destilada 188+12,1 26,1+132 258+11,6 24,678
Frutose 100 mOsmol/L - 258+11,3 280+11,3 26,94
Citrato de sbdio 100 mOsmol/L - 224+108 224+93 22,868

A-B Médias com letras diferentes namesma col una diferem significativamente (P<0,05).

TABELA 3. Comparagéo entre asleituras do teste HO das amostras fixadas e ndo fixadasem formol.

Solugéo Fixado N&o Fixado
Agua destilada 24,68 27,7
Frutose 100 mOsmol/L 26,9 23,3%®
Citrato de sodio 100 mOsmol/L 22,8% 22,7®

ab M édias com |etras diferentes namesmallinha diferem significativamente (P<0,05).
A-B Médias com letras diferentes namesma col una diferem significativamente (P<0,05).
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DISCUSSAO

Os percentuai s médios de espermatozoides
reativosao teste HO, que utilizou protocol o semfi-
xacdo em formol-salinatamponada e &guadestila
da, mostrou superioridade quando comparado aos
protocolosde HO com solugdes defrutose ecitrato
de sbdio a100 mOsmol/L (P<0,05). Valenotar que
outrosestudostambémjahaviamrelatado asuperio-
ridade da &gua destiladacomo solugdo HO quando
comparadaaoutros solutos (agucares e e etrélitos)
utilizados como solugdes hiposméticas
(DELL'AQUA JR. etd.,2002; MELOet d., 2003).
Trata-se de resultados que podem indicar a agua
destiladacomo solugdo HO paraavaliar aintegri-
dade damembrana plasmaéticado espermatozoide
equiino, principa mente nos protocol osque ndo utili-
zamfixacdo emformol, em decorrénciadasuafaci-
lidade de uso e baixo custo.

No protocol o cujasamostrasforam fixadas
emformol-saling, afrutosea100 mOsmol/L mos-
trou superioridade como solugéo HO quando com-
parada ao citrato de sodio a 100 mOsmol/L
(P<0,05), sendo que adguadestilada se comportou
demanerasemdhanteafrutoseeao citrato de sodio
a100 mOsmol/L (p> 0,05). Vaedestacar que néo
seencontrou naliteraturaconsultadaapossivel ex-
plicacdo paraesseresultado contraditério, embora
NEILD et al. (1999) tenham relatado maior
percentual decélulasreativasao teste HO parasé-
men equiino congelado com autilizagdo de solugdes
deaclcaresabaixo de 100 mOsmol/L. Entretanto,
esses autores ndo testaram em seu trabalho o uso
da &gua destilada como solugdo HO, que no pre-
sente ensaio, no protocol o que ndo utilizou fixagdo
emformol, determinou maior percentual dereagtes
do queafrutose. Esseresultado pode ser indicativo
dequeoteste HO que utilizacomo solugdo aagua
destiladanéo deve sofrer fixagdo em formol-saling,
provavelmente porqueinterfere no resultado obtido
depoisde decorrido o tempo dearmazenamento das
amostras. Trata-se, no entanto, de hipdtese que de-
veraser testada por meio de experimentos que de-
senvolvam um maior nimero de repeticdes ou
delineada pararesponder aessaquestéo.

A s0lucdo dedguadestiladandoinfluiunore-
sultado (P>0,05) quando correl acionados ostem-

pos de incubacdo. Em experimento semelhante,
MELO et a. (2003) observaram diferenca (P<0,05)
entrealeturaimediata (0 minuto) easleituras pds-
incubacdo (15 e 30'), sugerindo que mesmo ospro-
tocol os que utilizam aaguadestilada preci sam per-
mitir que os espermatozdides fiquem expostos por
mai stempo em contato com asolugéo HO parareegi-
rem com dobramento e enrolamento de cauda. No
entanto, no presente ensaio, o tempo de incubagdo
ndo teve efeito sobre as leituras do percentual de
regtivosao teste HO que utilizaadguadestiladacomo
solucdo. Essadiferencacbservadaentre ostraba hos
pode ser explicada peladiferente metodologiaem-
pregadanosensaios, principa mente pel asdiferentes
diluicdes utilizadas no protocolo do teste HO que
emprega como solucdo a &gua destilada
(DELL"’AQUAJR. etd., 2002, MELOet d., 2003).
As solugdes de frutose 100 mOsmol/L ecitrato de
s0dio 100mOsmol/L tambémnéo diferiram (P>0,05)
entre ostemposdeincubacdo (15 e 30 minutos), em
ambososprotocolosqueutilizam ou ndo afixacdoem
formol-salinatamponada. Taisresultadoscorroboram
aqueles encontrados por MELO et al. (2003), em
amodrasnéofixadasemformol, queinduemasacarose
e0 cloreto de sddio como solugdeshiposmdticas. 1sso
indicaque o teste HO parasémen eqliino congelado
deveser redizado preferencial mente com 15 minutos
deincubacdo, poisdurante estetempo amaior parte
dosespermatozéidescom membranafuncionad mente
integrajareagiu.

Atravésdasleiturasredizadas pbde-se obser-
var queaquasetotalidade das experimentactes que
incluem o teste HO como indicador daintegridade
funcional da membrana plasmética do esper-
matozGide desenvolve-se sem afixacdo damistura
sémen/solucéo HO poés-incubacdo. Entretanto,
MELO & HENRY (1999) utilizaram afixaco em
formol-salinaparao sémen equiino resfriado, além
de COTTORELLO (2002) e SNOECK (2003),
para o sémen equiino congelado. Esses autores ndo
relataram qual quer interferénciadesse protocol o so-
bre os resultados de espermatozdides reativos ao
teste.

N&o severificou diferenca (P>0,05) entreas
médias encontradas, por solu¢do HO, quando com-
parado o efeito dafixagcdo ou ndo emformol-salina
Iss0 sugere queafixagdo em formol, como protoco-
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lo, pode ser utilizada para posterior leitura do
percentual de reacdo dos espermatozdides ao teste
HO, em decorrénciadamaior praticidade deste e
exequiibilidade, principal mente em experimentagtes
comum nimero elevado deamostras paraleitura
Emborao mecanismo deacdo doformaldeido
diante daunidade celular ndo estejatotalmente es-
clarecido, MASON & O'LEARY (1991) observa-
ram que, presente na solucéo de formol-salina, o
formal deido atuajunto aos microtubul osligando-se
aaebtubulina, despolimerizando aestruturatubular
e desnaturando as proteinas presentes namembrana
plasmatica. Essa desnaturagado protéica, segundo
andlisesdeZHU et d. (2002), promovem ateracOes
na permeabilidade damembranaque dificultam ou
impedem o transporte de &gua paradentro dacé u-
la. Provavelmente seja essa alteracdo na
permeabilidade da membrana plasmética do
espermatozdide ajutificativaparaando-ocorréncia
dediferenca(P>0,05) nasmédias, por solucdo, dos
espermatozoidesreativos ao teste HO com ou sem
fixacdo em formol-salinapds-incubacdo (Tabela3).
Baseando-se nessa hipétese, areacao hiposmética
seriacessadaquando fixadaem formol-saina

CONCLUSOES

Comparada com as solugdes de frutose e
citrato de sodio 100 mOsmol/L, quando aleiturase
daimediatamente depois de decorrido o tempo de
incubacdo, aaguademonstrou ser amelhor solucéo
hiposmética (P<0,05). Entretanto, quando aleitura
ocorreaposafixacdo em formol-saina, adguades-
tiladamostrou-se semelhante (P>0,05) asolucéo de
frutose e citrato de sddio 100 mOsmol/L, podendo,
também neste caso, ser utilizada como solucéo
hiposméticadeescolha

O tempo deincubacdo de quinze minutosfoi
suficiente para que ocorressem as reagdes hipos-
mati cas, em quase suatotalidade. Como ndo houve
diferencaestatisticaentre ostempos deincubacéo
testados, considerou-se desnecessariaaincubacéo
por trintaminutos.

No presente experimento ndo seregistrou di-
ferenca (P>0,05) entre as médias, por solucdo, de
espermatozdidesreativosao teste HO, quando com-
paradas quanto afixacdo ou ndo em formol-salina
tamponadaapbstranscorrer o tempo deincubacéo.
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