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RESUMO

Este estudo teve por objetivo comparar a eficécia
de quatro protocolos de congelagdo do sémen caprino
(gliceral, glicerol+EDTA,; etilenoglicol; etilenoglicol +EDTA),
através da utilizacdo do teste hiposmético (HOST). O s&-
men foi colhido de doismachosdaragaAlpina, sexua men-
te maduros, diluido nos diferentes meios, congelado e ar-
mazenado em nitrogénio liquido. Apds acolheita, 20iL do
sémen fresco foram incubados com 01mL de solucéo
hiposmética (combinagdo de citrato de sodio e frutose em
&gua destilada com osmolaridade de 125mOsmol), em ba-

nho-mariaa37°C por 30 minutos. Este procedimento foi re-
petido ap6s a descongelacdo e, em seguida, uma amostra
foi colocada sobrelamina/laminulaeavaliadaem contraste
defase com mil vezes de aumento. Um total de 100 células
foi contado, e as médias percentuais de espermatozéides
com edema ou dobramento de cauda, apdso HOST, foram —
parao sémen fresco, glicerol, glicerol+EDTA,; etilenoglicol;
etilenoglicol +EDTA —, respectivamente, 53,89; 16,90; 10,25;
52,64e57,54.

PALAVRAS-CHAVE: Caprinos, criopreservacdo, sémen, teste hiposmatico.

SIMMARY

USE OF HIPOOSMOTICTEST TOEVALUATE THE EFFICACY OF DIFFERENT PROTOCLOLSOF
CRY OPRESERVATION OF THE GOAT SEMEN

The objective of this study was to evaluate the s&-
men congelability of male goat of the Alpine breed in four
differents extenders (glycerol, glycerol+EDTA; ethylene-
glycol; ethylene-glycol+EDTA), by means of the
hipoosmotic test (HOST). Semen was collected from two
males of Alpine breed, sexually mature, diluted in the
differents extenders, frozen and stored into liquid nitrogen.
After collection, 20iL of fresh semen was incubated with
01mL of ahipoosmotic solution (sodium citrate e fructose

combination in distilled water with osmolarities of
125mOsmol) in water bath at 37°C for 30 minutes. This
procedure was repeated with the thawed semen and, soon
after, asamplewas placed on dlide and covered with acover
glassand evaluate under phase-contrast microscope at 1000
x magnification. A total of 100 spermatozoas were counted
and the averages of spermatozoaswith the swolled or coiled
tails after the HOST were for the fresh semen, glyceral,
glycerol+EDTA, ethyilene-glycol e etilenoglicol+EDTA,
respectively, 53,89%; 16,90%; 10,25%; 52,64% e57,54%.

KEY WORDS: Goats, cryopreservation, semen, hipoosmotic test.
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INTRODUCAO

Otestehiposmatico (HOST) foi origindmente
elaborado parauso com espermatozoi des humanos,
comafuncdo deavaliar aatividade bioquimicada
membranaespermdicaintacta(JEYENDRAN etdl.,
1984).

Esseteste basela-se naobservagéo dequeum
espermatozdide, comumamembranacel ular integra,
se colocado em solugdo hiposmatica, permite apas-
sagem da &gua pela membrana celular até o
restabel ecimento do equilibrio osmético entre osflui-
dosextraeintracelulares (SANTOS et ., 2001).
Com oinfluxo daaguaparaointerior dacélula ha
um aumento do volume celular (edema), com poste-
rior dobramento da cauda (JEY ENDRAN et al.,
1984).

OHOST tem sido utilizado como protocolo
deavaliacéo daviabilidade funciona damembrana
espermética de diversas espécies. humanos
(JEYENDRAN et al., 1984), eqiiinos (ALVES et
al., 2004; MELO, 1999), caninos (KUMI-DIAKA,
1993), ovinos (OBERST et al., 2003) e caprinos
(FONSECA et a., 2001; SANTOS et d., 2001;
SALGUEIROet d., 2003).

JEYENDRAN et al. (1984), ao descreverem
a utilizacdo da técnica para avaliacdo do
espermatozoide humano, testaram solugdes com
osmol aridades que variaram de 50 2300 mOsmol,
obtendo os mel hores indices de reacéo espermética
ao teste ao utilizarem solugbesa 150 mOsmoal/L, ou
menos. Os mesmos autores também testaram dife-
rentes solutos (citrato de sodio, sucrose, melitose,
frutose ecloreto de sodio) e associagdes entre el es,
everificaram que ataxadereaco esperméticavari-
avade acordo com asolucéo usada, dentro dames-
mafaixade osmolaridade. Obtiveram osmelhores
resultadoscom autilizaggo daassociacéo entrecitrato
de sbdio (50%) e frutose (50%) a 150 mOsmol/L,
incubada por 30 minutosa 37°C, raz&o por que es-
colheram esse protocolo como padr&o paratodos
osoutrosexperimentosaserem redizadosfuturamen-
te.

MELO (1999), em estudo que objetivavaa
padronizacéo do HOST paraaespécie eqliina, ob-
servou que, independentemente do sol uto utilizado,

maiorestaxas de reago ao teste (com acontagem
de 100 células por amostra) foram conseguidas uti-
lizando-se solugdes com 150 mOsmol/L a 50
mOsmol/L, incubando asamostras por 30 minutos,
a37°C. Nessafaixade osmolaridade também fo-
ram menores as 0scil agoes.

Em caprinos, FONSECA et al. (2001), utili-
zando uma solucédo hiposmodtica, formulada pela
combinacdo de citrato de sddio (50%) e frutose
(50%) em &gua destilada, testaram osmol aridades
gue variavam de 50 a300 mOsmol/L. Osautores
observaram que a maior percentagem de
espermatozdi des reativos ao teste e com um maior
grau dereacao (dobramento de caudae edema) foi
encontrada em solucéo hiposmética a 125 e
150mOsmol/L. SANTOS et a. (2001) também
encontraram bonsresultados, trabalhando com essa
mesmacombinacdo de solutos, a60 mOsmol. Es-
sesautores, porém, trabal haram com um tempo de
incubacdo de 60 minutos, a37°C. Essetempo é su-
perior ao preconizado por CAIZA DELA CUEVA
et a. (1997), e citam que o tempo ideal paraque
ocorram asreagdes € de 20 a30 minutos.

Estudos tém demonstrado a correlacéo do
HOST com afertilidadein vitro do sémen detou-
ros (ROTA et al., 2000), de hamsters
(JEYENDRAN et a., 1984) e com a motilidade
espermatica do sémen canino descongelado
(KUMI-DIAKA, 1993). Essetestetambém éim-
portante por acusar alteragdesintensas dafuncio-
nalidade espermética, em amostras que ndo seriam
condenadas somente pel osresultadosdas avaiagbes
demotilidade e morfologiaesperméticas (MELO,
1999) .

Assim, apesar de ser um testerel ativamente
novo paraavaliar aintegridade funcional damem-
branaplasméticado espermatozdide, oHOST deve
ser considerado como um indicador defertilidade,
jaqueaviabilidade damembranaéum requisito b&
sico paraqueocorraafertilizacdo (MELO, 1999).

O objetivo deste estudo foi avaiar aeficacia
dediferentes protocol os de congel agdo do sémen
caprino por meio daavaiagdo daintegridadefuncio-
na damembranacelular dosespermatozoides, ara-
veésdautilizacdo do teste hiposmético.
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MATERIAL EMETODOS

Foram utilizadas dez amostras de sémen co-
| hidas de dois machos caprinos adultos, atravésde
vaginaartificid, utilizando como manequim umafé-
meaem estro. Apdsacolheita, aamostrade sémen
foi encaminhadaimediatamente parao laboratério
de processamento e col ocadaem banho-maria, a
temperaturade 37°C, pararealizacdo do examefi-
sico do gaculado (volume, aspecto, turbilho-
namento, vigor e motilidade espermética) ecélculo
daconcentracéo espermética(1:400) em cémarade
Neubauer.

Para a avaliagdo de danos na morfologia
espermética (alteragdes de cabecae cauda), foram
retiradas aiquotasde 20iL do sémen fresco e colo-
cadas em tubos com 2 mL de formol-salina
tamponado (HANCOCK, 1957). Posteriormente,
essasaliquotasforam avaliadas, através de prepa-
racao Umidaentrelaminaelaminula, por meio de
mi croscopiacom contraste defaseem aumento de
mil vezeseimersio. Paratanto, foram contadascem
células esperméticas, computando-se e classifican-
do-seindividua mente as alteragcdes encontradas.
Dentro dedoisgrupos, classificaram-sedefeitosme-
nores e defeitos maiores, segundo BLOM (1973).
O mesmo procedimentofoi feito com cadaum dos
quatro tratamentos com sémen descongel ado.

E importante citar que espermatozoides que
continham duas patol ogias associ adas, tendo o do-
bramento de cauda, como umadelas, tiveram asduas
patol ogias computadas, podendo em alguns casos
0 numero de patol ogias ultrapassar 0s 100%. 1sso
devido a necessidade de subtracdo do nimero de
caudas dobradas patolégicas, do nimero de
espermatozoides com dobramento de cauda, como
reacao ao teste hiposmatico empregado e ass mtor-
nar mais eficiente o calculo de espermatozéide
reativosao HOST, mesmo que com isso fosse au-
mentado muito o nimero de patol ogiasregistradas
para os espermatozoides descongel ados.

Aostubos, contendo umasolucéo decitrato
de sodio—frutose (1mL), foram adicionados 20 iL
de sémen fresco. Em seguida, contendo asolucéo
com o sémen, ostubos eram incubados por 30 mi-
nutos (CAIZA DE LA CUEVA, 1997; MELO,
1999), em banho-mariaa37°C. ALVESet d. (2004)

observaram que, apds esse periodo deincubacéo,
as amostras poderiam ser fixadas com solucéo de
formol-salinatamponadaparaserem avaliadasfutu-
ramente, sem comprometer, comisso, osresultados.
Essafoi ametodologiautilizadaneste estudo, eas
avaliagdes dasamostrasforam redlizadas posterior-
mente, atravésdacolocacdo dediquotasdessamis-
turaentrelaminaelaminula, paracontagem de cem
célulasem microscopiadefase com aumento demil
vezes. Aliquotasdos quatro tratamentostambém fo-
ram submetidas ao teste hiposmatico, conformeo
procedi mento para o sémen fresco.

Ascéulasforam classificadas quanto apre-
sencaou ndo de cauda dobrada, segundo descrito
por KUMI-DIAKA (1993). O céalculo do niUmero
de espermatozdides reativos ao teste hiposmaotico
(HO) foi feito por intermédio daférmulacitadapor
MELO (1999), asaber:

HO% = (% de alteragdes naregido dacauda
apoOsteste HOST) — (% de alteragdes naregido da
caudaantesdo teste HOST).

Nestaformulade calculo todas as ateracdes
de cauda, associadas ou ndo adefeitosdeoutrare-
0id0 de espermatozéide, foram computadas antese
depoisdo teste HOST, sendo que possivei sresulta-
dos negativos foram considerados iguais a zero
(MELO, 1999).

Paraaandlise estatistica das caracteristicas
avaliadas, foi empregado o pacote estatistico
Statistical Analysis System (SAS) — versdo 6.1
(1996). A consisténciados dados e aandlise descri-
tiva(médias e desvio padréo) das caracteristicasde
interesseao estudo foram realizadasmedianteo em-
prego do PROC MEANS, easvaridveisestudadas
foram comparadas por meio do PROC GLM, utili-
zando-se o teste de Student — Newman — Keuls
(SNK).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Na Tabela 1 encontram-se as médias de
motilidade e vigor para o sémen fresco e para 0s
quatro grupos (glicerol, glicerol+EDTA, etileno,
etileno+EDTA), logo apds adesconge acéo.
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TABELA 1. Médiasde motilidade (%) e vigor (0-5) para os espermatozoides do sémen fresco, e paraos quatro tratamentos
(glicerol, glicerol +EDTA, etileno e etileno+EDTA), logo apds adescongel ag&o.

Tratamento Motilidade (%) Vigor (0-5)
Sémen fresco 86,00 + 3,16 a 405+0,16a
Glicerd 51,00 + 6,14 ¢ 3,15+0,24b
Glicerol+EDTA 61,00+ 843 b 3,25+0,26b
Etileno 10,00 £1247d 14+122 ¢
Etileno+EDTA 12,00 +13,98d 20+1,13 c

Valores seguidos de | etras minGscul as distintas na coluna diferem entre si (p<0,0001) pelo teste SNK.

As médias de reacao ao teste hiposmatico
(HOST-125mOsmoal), para o sémen fresco e para
os grupos glicerol, glicerol+EDTA, etileno,
etileno+EDTA, ap06s descongel acéo, podem ser ob-
servadas naTabela2. Osvalores encontrados séo
seme hantesaosdescritospor SANTOSet d. (2001)
gue, ao utilizarem uma solucdo hiposmética a
60mOsmol, com tempo deincubacdo de 60 minu-
tos, obtiveram parao sémen fresco médias de 48%
e57% paraanimaisjovenseadultos, respectivamen-
te, poréminferioresansencontradospor FERREIRA
et a. (2001) utilizando solucdo a100mOsmol, com
tempo deincubacéo de 25 minutos (médiade 88%).
Também sdo inferiores as médias (acimade 90%)
descritaspor SALGUEIRO et al. (2003), com ares-
salva de que esses Ultimos ndo relataram a
osmolaridade dasolucéo usada, nem otempo dein-
cubacdo, o quetirao valor pratico do estudo reali-
zado.

AtravésdaTabe a2, também pode-se verifi-
car quendo houve diferencaedtatisticaentre osgru-
posetileno, etileno+EDTA e 0 sémen fresco, parao
ndmero médio de espermatozdidesreativosao teste
hiposmético (HOST), indicando a eficéacia do
etilenoglicol em preservar a membrana dos
espermatozdides caprinos, durante o processo de
criopreservacdo. Essamesmatabelamostraainefi-
céciado glicerol em promover aprotecéo damem-
branaespermaética, constatada pelo baixo indicede
espermatozodides reativos ao HOST, nos grupos
glicerol eglicerol+EDTA (16,9% e 10,25%).

Nestetrabal ho, asmédiasdereacdo ao HOST
(Tabda2), parao sémen criopreservado com glicerol

(gliceral eglicerol+EDTA), foraminferioresasob-
servadas por SANTOS et al. (2001), de 36% e
39%, para caprinos jovens e adultos, respectiva-
mente, e as verificadas por SALGUEIRO et al.
(2003), que encontraram como valor maximo de
reacdo 96% e minimo de 31%. FONSECA et al.
(2001), utilizando amesmasolugdo hiposmdticae
com amesma osmol aridade deste estudo, conse-
guiram umamédiade 62,75% de espermatozbides
regtivos.

E importante ressaltar que osautores citados
(FONSECA et a., 2001; SANTOS et al., 2001;
SALGUEIRO et a., 2003) ndo descontaram dos
valores encontrados de reacdo ao HOST os
percentuai s de patol ogias de caudausua mente en-
contradas (antes daincubacéo parao HOST), tan-
to no sémen fresco, mas, principamente, apdso pro-
cesso de criopreservacao, que geralmente provoca
o0 surgimento de dobramento de cauda. Assim, er-
roneamente condderaram todas as dteracBesde cau-
da como sendo reativas aincubagéo em solucéo
hiposmética. Essefato podeexplicar osvaoresele-
vadosdereacdo ao HOST encontrados nessestrés
estudoscitados.

Osvaoresdereacdo ao HOST foram supe-
rioresnosgruposetileno e etileno+EDTA, embora
amotilidade esperméti caobservadatenhasido mui-
toinferior guando comparadaaos gruposglicerol
eglicerol+EDTA (Tabelal). Isso pode ser expli-
cado pelo seguintefato: o etilenoglicol é maisefi-
caz em preservar a integridade da membrana
espermaticaqueo glicerol (SOUZA etal., 2002),
mas el e € mai stdxico. Janaconcentracdo de 7%,
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que segundo SOUZA et al. (2002) é acima das
concentrages recomendadas para criopreservacao
desémen, o etilenoglicol, provavelmente, ocasio-
nou aimobilidade esperméticadamaioriadas cé-
lulas, aindaque tenhapromovido, com eficacia, a
manutencdo da integridade da membrana dos
espermatozoides criopreservados (Tabela2). Vae
assinalar que se utilizou o termo imobilidade
espermatica, umavez que ndo foram feitostestes
complementares que confirmassem aexisténciade
mortecelular.

A superioridade do etilenoglicol, em relagcéo
ao glicerol, na capacidade de prevenir lesdes da
membranaespermatica ocas onadas pel 0 processo
de congelacéo pode ser observadanaTabela3, em
que se verificaque adiminuicdo no percentual de
espermatozdidesreativosao HOST do sémen fres-
co parao congelado foi de 7,24% e 7,9% para 0s
gruposcom etilenoglicol, respectivamente (etilenoe
etileno+EDTA). Paraosgruposcom glicerol, essa
diminuigdo foi de 30,9% e 43,0%, respectivamente
(dliceral eglicerol+EDTA).

TABEL A 2. Valores médios (%) e desvios padrbes de espermatozoides reativos ao teste hiposmético (HOST), parao sémen
fresco e para os quatro grupos, apods descongelacdo (glicerol, glicerol+EDTA, etileno, etileno+EDTA).

Sémen fresco Glicerol

Glicerol+EDTA

Etileno Etileno+EDTA

HOST 539+180a 16,9+6,3b

10,2+13.3b 52,6+129a 5754+ 9.8a

Valores seguidos de | etras minuscul as distintas namesma linha diferem entre si (P<0,0001) pelo teste SNK.

TABELA 3. Valoresmédios (%) dadiferenca, do nimero de espermatozoi des reativos ao teste hiposmético (HOST), entre
0 sémen fresco (FR) e os quatro grupos apos descongel agéo (glicerol, glicerol+EDTA, etileno, etileno+EDTA).

Gliceral

Glicerol+EDTA

Etileno Etileno+EDTA

THFR-PD 30,90+ 11,2ab

430+252a

7,24+ 135b 7,90+72Db

Valores seguidos de | etras minUscul as distintas namesma linha diferem entre si (P<0,0080) pelo teste SNK.

PD = p6s-descongel agéo
CONCLUSOES

Osgruposquettilizaram o etilenoglicol como
crioprotetor (etileno eetileno+EDTA) foramosmais
eficazesem promover amanutencdo daintegridade
morfofunciona damembranados espermatozéides
caprinoscriopreservados.

O teste hiposmético mostrou ser um método
eficiente paraavaliagao daviabilidade damembra-
naesperméticados caprinos. Porém, énecessarioo
desenvolvimento de novos estudos paraapadroni-
zacao datécnica, com aconfirmagdo dosmelhores
solutos e damelhor osmol aridade aserem empre-
gados paraessaespécie.

AGRADECIMENTOS

Ao Fundo de Amparo aPesguisano Estado
daBahia(Fapesh).

A Coordenacso deA perfeicoamento de Pes-
soa deNive Superior (Capes).

REFERENCIAS

ALVES, S.GG; SNOECK, PPN.; RIBEIRO FI-
LHO,A.deL.; BITTENCOURT, R.F; PORTELA,
A.PM.; MELO, M.I.V.; HENRY, M. Effects of
solution, incubation timeand spermfixation onequine
cryopreserved sperm cells submitted to the
hypoosmotic swellingtest. In: INTERNATIONAL
CONGRESS ON ANIMAL REPRODUCTION,
15., Porto Seguro, Brasil. Abstracts... BeloHori-
zonte: CBRA, 2004. p. 508.

BLOM, E. Theultrastructure of some characteristic
sperm defectsand aproposal for anew classification
of the bull spermiogram. Nordic Veterinary
Medicine, v. 25, p. 383-391, 1973.



218 BITTENCOURT, R. F. et al. — Utilizac8o do teste hiposmético para avaliar a eficacia de diferentes...

CAIZADELACUEVA, FEI.;RIGAU, T.; BONET,
S. Subjecting horse spermatozoato hypoosmotic
incubation: effect of ouabain. Theriogenology, v. 47,
p. 765-784, 1997.

HENRY, M.; NEVES, JP. Manual para exame
andrologico eavaliagdo desémen animal. 2. ed.
Belo Horizonte: CBRA, 1998. 49p.

FERREIRA, GM.B.C.; SOUSA, JPF,; BARBAS,
.P; HORTA,A.E.M. Testedeendosmose (HOST)
em sémen de caprinos daraca Serrana. In: CON-
GRESSO IBERICO DE REPRODUCAO ANI-
MAL, 3., Porto, 2001. Proceedings... Porto 2001.
p. 559-564.

FONSECA, JF; TORRES, C.A.A.; ROVAY, H.;
BORGES, A.M.; BARBOSA, L.P; MAFFILI, V.V,
FRAGA, D.B.M. Hypoosmotic swelling test in goat
spermatozoa. Revista Brasileirade Reproducao
Animal, v. 25, n. 3, p. 436-457, 2001.

HANCOCH, J. L. The morphology of boar
espermatozoa. Journal of Reproductive
Microscopy Society, n. 76, p. 84-97, 1957.

JEYENDRAN, R.S.;; VAN DER VEN H.H.,
PEREZ-PELAEZ,M.; CRABO,B.G; ZANEVELD,
L J. Development of an assay to assessthefunctional
integrity of the human sperm membrane and its
relationship to other semen characteristics. Journal
Reproduction Fertility, v. 70, p. 219-228, 1984.

KUMI-DIAKA, J. Subjecting canine semento the
hypo-osmotictest. Theriogenology, v. 39, p. 1279-
1289, 1993.

MELO, M.1.V. de. Teste hiposmético naavalia-
¢ao do sémen eqliino. 1999. 67p. Tese (Doutora-
do em Veterinaria) — Faculdade de M edicina Veteri-
nériadaUniversdade Federd deMinasGerais, Belo
Horizonte, MG

OBERST, E.R.; JOBIM, M.I.M.; MATTOS,R.C,;
KROTH, E.; LARA, G. SMIDERIE, W.;
BRONZATTO, M. Teste hiposmdético esuarela-
¢&o com outros métodos paraavaliacdo daintegri-
dade damembranaplasméticado carneiro. Revis-
taBrasileiradeReproducdoAnimal, v. 27,n. 3,
p. 375-376, 2003.

ROTA, A.; PENZO, N.; VINCENTI, L.; MON-
TOVANI, R. Hypoosmotic swelling (HOS) as a
screening assay for testing invitro fertility of bovine
spermatozoa. Theriogenology, v. 53, p. 1415-
1420, 2000.

SANTOS,A.D.F; TORRES, C.A.A.; FONSECA,
JF; BORGES, A.M.; ROVAY, H.; GORETTI,
R.G; GUIMARAES, JD.; COSTA, E.P; BARBO-
SA, L.P; MAFFILI, V.V.; FRAGA, D.B.M. Uso
do teste hiposmético (HOST) para avaliar a
congel abilidade do sémen de caprinos das ragas
Alpinae Saanen, jovens e adultos, submetidos ao
manejo com luz artificial. RevistaBrasileirade
ReproducdoAnimal, v. 25, n. 3, 2001.

SALGUEIRO, C.C. de M.; NUNES, J.F;
MATEOS-REX, E.; CORDEIRO, M.A.; MAGA-
LHAES, D.M.; CAVALCANTE, JM.M; PALA-
ClO, A.R.S. Avdiagdo da qualidade do sémen
caprino pos-descongelamento através do teste
hiposmético. RevistaBrasileirade Reproducdo
Animal, v. 27, n. 3, 2003.

SAS. User‘sguide: statistcs, version 6.1. Cary:
SASInstituteInc., 1996. 956p.

SOUZA, A.F; GUERRA, M.M.P; BATISTA,
A.M.; MERGULHAO, FC.C.; NEVES, A.C.;
WISCHRAL, A. Congelacéo de sémen caprino uti-
lizando oscrioprotetoresglicerol eetilenoglicol. Re-
vistaBrasleiradeReproducdoAnimal, Supl. 5,
p. 103-105, 2002.

Protocolado em: 20 out. 2003. Aceito em: 30 jun. 2005.



