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The aim of this work was to standardize the most efficient hypoosmotic
swelling test (HOST) to determine the percentage of functional integrity of
cryopreserved equine sperm by testing protocols with different solutes and
distilled water, different incubation times in water bath, osmolarities, di-
lution rates and with or without formol-saline fixation. In experiment 1 the
sucrose, fructose, sodium chloride and sodium citrate solutions with 50 and
100 mOsmol/L and the distilled water were tested in the dilutions rate of 1:10
and 1:20, incubated in water bath for 10 and 15 minutes. The types of hypoos-
motic reaction were evaluated in phase contrast microscopy. There were no
differences (P=0.05) between the incubation times, osmolarities of solutions,
and dilution rates of the semen with distilled water. The fructose solution was
more efficient to determine the percentage of reactive sperm (’<0.05) than the
sodium chloride and sodium citrate solutions, but was similar to sucrose and
distilled water (P=0.05). The test with distilled water identified the higher per-
centage of reactive sperm with strongly coiled tails compared to the tests with
hypoosmotic solutions with 50 and 100mOsmol/L (P<0.05). Experiment 2 tes-
ted the semen and distilled water dilutions to perform the HOST (1:5, 1:10,
1:15, 1:20 and 1:25). The 1:15 distilled water HOST was superior when compa-
red to the other protocols (P<0.05), and was similar to the 1:25 dilution protocol
(P=0.05). The effect of the saline-formol fixation was studied in experiment 3.
The semen:distilled water dilution rate used was 1:15. After water bath incu-
bation the sperm were immediately assessed or fixed for later analysis. There
were no differences (P=0.05) in the comparison between the fixed and non-
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-fixed protocol. The most efficient HOST to determine the percentage of func-
tional integrity of cryopreserved equine sperm is carried out with 1:15 water
distilled dilution (semen:distilled water), incubated for 10 minutes, fixed in
saline-formol solution; the immediate reading is not necessary.
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RESUMO. Objetivou-se padronizar um teste hi-
posmoético (HOST) mais eficiente em determinar o
percentual de espermatozoides equino funcional-
mente integros apds a criopreservacao, testando
protocolos com solutos diferentes e 4gua destilada,
diferentes tempos de incubagdo em banho-maria,
osmolaridades, taxas de diluicdo e fixacdo ou nao
em formol salino. No experimento 1 foram testadas
as solucoes de sacarose, frutose, cloreto de sédio e
citrato de s6dio com 50 e 100mOsmol/L e a dgua
destilada nas dilui¢des de 1:10 e 1:20, incubadas em
banho-maria por 10 e 15 minutos. Os tipos de rea-
¢do hiposmética foram avaliados em microscopia
de contraste de fase. Nao houve diferenca (P=0,05)
entre os tempos de incubacdo, as osmolaridades
das solucdes e as taxas de dilui¢des sémen e dgua
destilada estudadas. A solucdo de frutose foi mais
eficiente em determinar o percentual de esperma-
tozoides reativos (P<0,05) do que as solucdes de
cloreto e citrato de s6dio, mas foi semelhante a so-
lugdo de sacarose e agua destilada (P=0,05). O teste
com agua destilada identificou o maior percentual
de espermatozoides reativos com cauda fortemen-
te enrolada comparada aos testes com solugdes hi-
posmoticas com 50 e 100mOsmol/L (P<0,05). No
experimento 2 foram testadas diferentes diluigdes
sémen e agua destilada para realizar o HOST (1:5,
1:10, 1:15, 1:20 e 1:25). O HOST com agua destilada
na diluigao 1:15 apresentou superioridade quando
comparado aos demais protocolos (P<0,05) e foi
semelhante ao protocolo de diluicao 1:25 (P=0,05).
O efeito da fixacdo em formol salino tamponada
foi estudado no experimento 3. A taxa de dilui-
cdo sémen:agua destilada utilizada foi 1:15, apos
incubacdo em banho-maria, os espermatozoides
foram avaliados imediatamente ou submetidos a
fixacao para posterior leitura. Nao houve diferenca
(P=0,05) na comparagdo entre os espermatozoides
fixados e nao fixados. O HOST mais eficiente em
determinar o percentual de espermatozoides equi-
no funcionalmente integros ap6s a criopreservacao
é o realizado com agua destilada na diluicdo 1:15
(sémen: dgua destilada), incubado por 10 minutos,
fixado em formol salino, ndo sendo necessario a lei-
tura imediata.

PALAVRAS-CHAVE. Sacarose, frutose, 4gua destilada,
osmolaridade, sémen, equino.

INTRODUCAO

A integridade da membrana plasmatica é de
crucial importancia para o funcionamento do es-
permatozoide e para o processo de fertilizacdo. As
membranas plasmatica e acrossomal sdo essenciais
para os processos de capacitacdo, de reacdo acros-
somal, ligacdo com a zona peltcida e de fusdo dos
gametas (Neild et al. 2000). Por isso, Jeyendran et al.
(1984) desenvolveram o teste hiposmoético (HOST)
para avaliar a integridade funcional da membrana
plasmatica de espermatozoides humanos. Este teste
baseia-se no transporte de fluidos através da mem-
brana intacta sob condigdes hiposméticas até que
seja alcancado o equilibrio osmético entre os meios
interno e externo. Esse transporte ocorre quando a
integridade e a funcionalidade da membrana plas-
matica estdo presentes. Essa atividade funcional da
membrana plasmatica estd relacionada e pode ser
utilizada como mais um indicador da habilidade
fertilizante do espermatozoide (Neild et al. 2000).

O HOST ¢é um protocolo de avaliagdo esperma-
tica acessivel e simples de ser realizado e, tem sido
empregado para avaliar a integridade de membra-
na de espermatozoides de vérias espécies de mami-
feros domésticos, como o bovino (Correa & Zavos
1994, Emerick et al. 2011, Martins et al. 2011), ovi-
no (Oberst et al. 2003, Moura et al. 2010), caprino
(Fonseca et al. 2005), suino (Vazquez et al. 1997),
equino (Yavetz et al. 1995, Caiza de la Cueva et al.
1997, Neild et al. 1999, 2000, Melo et al. 2003, Alves
et al. 2005), canino (Inamassu et al. 1999) e o coelho
(Amorim et al. 2009). Entretanto, varios protocolos
sdo empregados atualmente para tornar o HOST
mais preciso em detectar o percentual de esperma-
tozoides reativos e consequentemente funcional-
mente integros. O soluto empregado na solucao hi-
posmotica é um dos itens que mais diverge entre os
pesquisadores. Outras caracteristicas como tempo
de incubagao empregado no HOST, utilizagdo da
agua destilada para realizar o teste, leitura do per-
centual de espermatozoides reativos e fixagdo das
amostras incubadas com formol salino sao estuda-
das, demonstrando que a técnica ainda nao esta to-
talmente padronizada.

Objetivou-se padronizar um teste hiposmético
mais eficiente em determinar o percentual de esper-
matozoides equino funcionalmente integros apods
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a criopreservacao, testando protocolos com solutos
diferentes e agua destilada, osmolaridades, tempos
de incuba¢do em banho-maria, taxas de diluigao e
fixacdo em formol salino.

MATERIAL E METODOS

Experimento 1

Vinte e quatro amostras de sémen congelado de dife-
rentes garanhdes Mangalarga Marchadores foram utili-
zadas para avaliar o efeito de quatro solugdes hiposmo-
ticas e a d4gua destilada, testando trés osmolaridades e
dois tempos de incubagdo. Trés palhetas de 0,5mL foram
descongeladas em banho-maria a 75°C por 7 segundos
seguidos de imersdo em banho-maria a 37°C por 30 se-
gundos. Depois da descongelacdo, o contetdo das palhe-
tas foi colocado em microtubos para formar um pool. A
motilidade e o vigor espermatico das amostras descon-
geladas foram avaliados em microscépio éptico comum
(Microscépio Olympus® CX21) de acordo com o preconi-
zado pelo CBRA (1998) e foi retirada aliquota de sémen
para avaliacao da morfologia espermatica em preparagao
amida. Desta forma, uma aliquota de sémen foi fixada
em formol salina tamponada de forma a turvar a amostra
para posterior leitura das anormalidades espermaticas.
A morfologia espermaética foi avaliada em microscopia
de contraste de fase, utilizando objetiva de imersdo, no
aumento de 1000X (Microscépio Olympus® CX31).

O HOST foi realizado incubando o sémen desconge-
lado em dgua destilada (osmolaridade zero) e também
em quatro diferentes solugdes hiposméticas: sacarose,
frutose, cloreto de sddio e citrato de soédio. As solugbes
hiposméticas estudadas foram preparadas com osmola-

ridade de 50 e 100mOsmol/L. A osmolaridade das solu-
¢oes foi avaliada em aparelho de precisdao (m OSMETTE
TM, Model 5004 Automatic Osmometer- Natick MA -
EUA) baseado no ponto de congelagdo dessas solugdes.
O HOST foi realizado incubando uma aliquota de sé-
men em nove aliquotas de dgua destilada (proporcao
1:10), incubando uma aliquota de sémen em dezenove
aliquotas de dgua destilada (proporcao 1:20) e incuban-
do 50pL de sémen em 500nL das solugdes hiposméticas
estudadas, por 10 e 15 minutos em banho-maria a 37°C.
Depois da incubagdo, todas as amostras foram fixadas
com 250uL de formol salina tamponada, exceto as amos-
tras incubadas na dgua destilada.

O percentual de espermatozoides reativos foi obser-
vado em microscopia de contraste de fase, na objetiva
de imersdo, no aumento de 1000X (Microscépio Olym-
pus® CX31). Foram contadas 100 células e o percentu-
al de espermatozoides reativos ao HOST foi calculado
utilizando a férmula de calculo [Reativos ao HOST (%)
= (% de alteracGes na regiao da cauda - defeitos de peca
intermedidria (PI), peca principal (PP) e peca terminal
(PT) apos o HOST) - (% de alteragdes na regiao da cau-
da - defeitos de PI, PP e PT antes do HOST)] descrita
por Melo & Henry (1999). Os tipos mais frequentes de
reacdo da cauda dos espermatozoides equino foi estuda-
do posteriormente de forma a identificar o protocolo de
HOST capaz de identificar o maior percentual de esper-
matozoides reativos (Figura 1).

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia
para modelos lineares, com os tratamentos formados
em esquema fatorial (solugdes e tempos de incubacdo).
O programa SPSS (Statistical Package of Social Science,
versao 8.0, 1997) foi utilizado para anélise estatistica. As

Figura 1. Espermatozoides equinos criopreservados
submetidos ao HOST apéds a descongelagao. Fo-
tos:a, b,c,d, e f, g h,ij- espermatozoides reati-
vos ao HOST (indicagdo de integridade funcional
da membrana plasmaética da cauda); k - esperma-
tozoide sem reacdo ao HOST (indicagdo de perda
de integridade funcional da membrana plasma-
tica da cauda). Microscopia de contrate de fase.
Aumento 1000X. a e g = pega terminal reativa; b
e i = peca principal reativa; ¢, d, e, f, h, j = cauda
fortemente enrolada; k = nédo reativo.
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médias foram comparadas pelo teste Tukey, ao nivel de
significancia de 0,05.

Experimento 2

Utilizou-se neste experimento 23 doses de sémen
congelado provenientes de diferentes garanhdes. As
doses de sémen foram descongeladas da mesma forma
do experimento 1. Apds a descongelacao foi avaliado a
motilidade e vigor esperméticos e retirada amostra para
avaliacdo da morfologia espermdtica da mesma forma
do experimento 1. Em seguida, amostras de sémen de
cada dose foram incubadas em banho-maria a 37°C
por 10 minutos em diferentes proporcdes de sémen/
agua destilada: 1:5, 1:10, 1:15, 1:20 e 1:25 , para realizar
o HOST. Foram contadas 100 células por amostra e o
calculo do percentual de células reativas foi realizado
segundo Melo & Henry (1999).

O percentual de rea¢des dos espermatozoides foi es-
tudado por meio de andlise de varidncia para medidas
repetidas (cinco tratamentos no mesmo ejaculado/ga-
ranhdo). Ap6s a verificacdo da normalidade do modelo
foi empregado o teste LSD (diferenca minima significa-
tiva) para comparacdo entre as médias de resultados do
HOST, ao nivel de significancia de 0,05.

Experimento 3

Foram utilizadas 30 doses de sémen congelado, pro-
venientes de diferentes garanhdes. As doses de sémen
foram descongeladas da mesma forma do experimento
1. Ap6s a descongelagdo foi avaliado a motilidade e vi-
gor esperméticos e retirada amostra para avaliacdo da
morfologia espermatica da mesma forma do experimen-
to 1. Duas aliquotas de sémen de cada amostra foram
acrescidas de agua destilada na proporgao 1:15 e foram
incubadas por 10 e 15 minutos em banho-maria a 37°C.
Ap6s o periodo de incubagao, uma amostra foi avaliada,
imediatamente, quanto ao percentual de espermatozoi-
des reativos e a outra foi fixada com 50uL de formol sali-
na tamponada para leitura até sete dias apds este proce-
dimento. Procedeu-se a leitura conforme Melo & Henry
(1999). Os dados foram submetidos a analise de varian-
cia para modelos lineares, com os tratamentos formados
em esquema fatorial (tempos de incubacdo e fixacdo ou
nao). As médias foram comparadas pelo teste “t de Stu-
dent” ao nivel de significancia de 0,05.

RESULTADOS

A motilidade espermética equina variou de
28,5%+15,3 a 32,8%%11,5 e o vigor espermatico va-
riou de 2,1+0,4 a 2,4+0,5 em todas as doses de sé-
men descongeladas.

Registra-se que o tempo de incubagao, as osmo-
laridades das solugdes e as proporcdes de sémen e
agua destilada estudadas ndo tiveram efeito signi-
ficativo sobre o HOST. O percentual de reativos ao
HOST na solugdo hiposmética com frutose foi se-
melhante a solucdo de sacarose e o teste com dgua
destilada (P=0,05), mas diferiu das solugdes citrato
de sédio e cloreto de sédio. Verifica-se que o per-
centual de reativos foi semelhante nas soluc¢des de
sacarose, citrato de sédio e cloreto de sédio (I=0,05;
Tabela 1).

Desconsiderando a solugao hiposmética empre-
gada, os tipos de reagdo mais frequentes (acima
de 3%) foram peca principal enrolada (PPE), peca
principal dobrada (PPD), reflexdo de peca interme-
diaria associado a peca terminal enrolada (PI + PT)
e cauda fortemente enrolada (CFE). O total de for-
mas reativas ao HOST variou pouco, independente
do soluto ou osmolaridade utilizada. No entanto,
o percentual de CFE foi significativamente maior
na agua destilada e decaiu significativamente nas
solugdes de 50 para 100mOsmol/L. Para uma mes-
ma osmolaridade ndo houve diferenca na porcen-
tagem de CFE entre solugdes (Tabela 2).

Os HOST que utilizaram as proporcdes de agua
destilada 1:15 e 1:25 apresentaram superioridade
quando comparado aos demais protocolos (P<0,05;
Tabela 3). Observou-se um grau de associacdo en-
tre essas proporcoes estudadas (r=0,583; P<0,01).

Nao foi observada diferenca (P=0,05) entre o
percentual de espermatozoides reativos ao HOST
entre as amostras fixadas em formol salina tampo-
nada ap6s incubacdo de 10 ou 15 minutos em ba-
nho-maria (15,7£14,7 e 17,2+14,6; respectivamente)

Tabela 1. Percentual de espermatozoides equino reativos ao HOST, ap6s a
criopreservagdo, com uso de diferentes solugdes, dgua destilada, diferentes

osmolaridades e tempos de incubagdo.

Tempo de incubagdo Osmolaridade Média
/Solucao 50 mOsmol/L 100 mOsmol/L +DP
10" 157 107 157
Frutose 15,3124  14,1+£11,6 152+12,6  13,7+13,2  14,5+12,3*
Sacarose 12,0+#12,0 12,7+12,2 14,2+13,1 11,2+10,0 12,5+11,8®
Citrato de sédio 10,7£10,5 9,549,6  10,3+11,0  10,2#11,0 10,3+10,4"
Cloreto de sodio 11,5+11,4 9,9+¢10,7 11,0#11,5 11,4+10,5 11,0£10,9°
Taxa de diluicao
1:10 1:20
Tempo de incubagdo  10” 15 10° 15 Meédia+DP
Agua destilada 12,8413,0  10,4+10,7 12,9+11,4 11,0£10,9 11,9+11,5®

Médias com diferentes sobrescritos diferem (P<0,05). DP = desvio padrao.
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Tabela 2. Efeito de solucdes hiposmoéticas com diferentes osmolaridades e a
agua destilada nas formas de reacdao ao HOST de espermatozoides equino

apos a criopreservagao.

Solucéo hiposmética PPE(%) PPD(%) PI+PT(%) CFE(%) Total(%)

Frutose 100 mOsmol/L 42428 6,154 7,916,6 8,5+6,7° 33,6116,6*
Sacarose 100 mOsmol/L 3,1+2,2 5,7+51 7,9+6,3 7,445,6° 30,7+15,24¢
Citrato de s6dio 100 mOsmol/L  2,2+1,4 6,14£5,7 6,2454 7,545,7¢ 28,1+13,4¢
Cloreto de s6dio 100 mOsmol/L 3,5£2,7 6,0+6,2 6,850 9,2+6,8° 29,1+13,7>
Frutose 50 mOsmol/L 32422 42434 3,328 16,4+12,9° 32,6+15,6°
Sacarose 50 mOsmol/L 3,6£2,6 51+4,0 3,643,6 14,9+13,1" 30,6+16,1°>
Citrato de s6dio 50 mOsmol /L 2,3+1,3 3,843,5 3,1+3,1 13,9410,9° 27,7+13,6
Cloreto de s6dio 50 mOsmol/L  3,3+2,3 3,743,6  3,643,3 14,4+9,1> 28,8+13,8¢
Agua destilada 1:10 4,943,7 3,6+£3,6 3,0£3,1 24,9+15,9* 33,1+14,5°
Agua destilada 1:20 4,134 32+2,6 2,742,7 25,0£15,4* 32,4+14,2®"

Meédias com diferentes sobrescritos diferem (P < 0,05). PPE - peca principal enrolada;
PPD - peca principal dobrada; PI + PT - dobramento/enrolamento da peca interme-
diéria e peca terminal; CFE - cauda fortemente enrolada.

Tabela 3. Percentual de espermatozoides equino reativos ao
HOST da agua destilada ap6s a criopreservagao.

Taxa de diluicdo 15 1:10 1:15 1:20 1:25

Meédia + DP 194425¢ 23,0825 31543,6° 215428  274433®

Meédias com diferentes sobrescritos diferem (P<0,05). DP = desvio pa-
drao.

e as nao fixadas em formol salina tamponada sub-
metidas aos mesmos tempos de incubacado (11,2 +
12,9 e 13,1 £ 13,9; respectivamente).

DISCUSSAO

O teste hiposmoético realizado com solugdes
a base de eletrdlitos (citrato e cloreto de s6dio)
se mostrou menos eficiente na identificacdo do
percentual de espermatozoides equinos reativos
e, conseqlientemente, funcionalmente integros
apo6s a criopreservacgao. Neild et al. (1999) tam-
bém relataram que o citrato de sédio entre 25 e
100mOsmol/L ndo foi uma solucdo hiposmoética
eficiente em detectar espermatozoides equino in-
tegros. Embora, para espermatozoides humanos
in natura, o teste hiposmoético utilizando solugao
de cloreto de s6dio a 150mOsmol/L seja mais sen-
sivel em detectar a funcionalidade da membrana
plasmatica (Tsai et al. 1997). Possivelmente, o teste
hiposmoético para sémen equino congelado tenha
que empregar dgua destilada ou solucoes de acu-
cares tendo em vista a caracteristica do transporte
de agua através da membrana plasmaética do es-
permatozoide desta espécie (Neild et al. 1999, Zhu
et al. 2002).

O teste hiposmotico utilizando dgua destilada
também se mostrou capaz de identificar o percen-
tual de espermatozoides com membrana plasma-
tica funcionalmente integra assim como o teste
hiposmético que empregou solugdes de agticares
(sacarose e frutose 50 e 100mOsmol/L). Com uma

vantagem para o teste com a agua destilada que
ndo necessita do preparo de uma solucao hipos-
motica com avaliagdo posterior da osmolaridade,
0 que torna o teste mais simples e facil para ser
empregado na rotina dos laboratérios de andro-
logia (Bahamondes et al. 2001) e pelos veterina-
rios de campo (Dell’Aqua et al. 2002). Além disso,
no teste com a dgua destilada é possivel identifi-
car uma maior porcentagem de espermatozoides
com cauda fortemente enrolada, reacdo esperma-
tica ao HOST mais facil de ser identificada duran-
te a avaliagdo em microscopia 6ptica comum, no
aumento de 400X e em microscopia de contraste
de fase, no aumento de 400 e 1000X. Esta reacéo
espermatica ao HOST pode ser mais evidente de-
pendendo da solugao hiposmoética e da osmolari-
dade utilizada (Fonseca et al. 2005, Amorim et al.
2009).

As pesquisas tém mostrado que o tempo de
incubagdo ndo influi no resultado do percentu-
al de formas reativas ap6s o HOST (Melo et al.
2003, Alves et al. 2005, Martins et al. 2011), mes-
mo quando solugdes hiposméticas sao substitui-
das pela agua destilada. Pode-se destacar, entdo,
a vantagem de cada laboratério de tecnologia de
sémen poder escolher o tempo de incubacao mais
apropriada as suas condigdes de trabalho, porém,
os mesmos devem cuidar para que o HOST per-
maneca por um periodo minimo de 10 minutos
em banho-maria. A leitura imediata do HOST
pode comprometer o percentual de células reati-
vas (Melo et al. 2003).

A proporgao de agua destilada de 1:15 no tes-
te hiposmotico permitiu uma facilidade maior de
leitura em comparacdo com a proporgao 1:25, pois
neste caso, ndo foi observado efeito diluicdo das
amostras o que tornou a contagem das 100 células
mais facil e menos demorado. A osmolaridade final
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da solucdo sémen:agua destilada, nesta proporgao,
foi de 70mOsmol/L, permanecendo dentro da os-
molaridade considerada ideal para o HOST, segun-
do alguns autores (Melo & Henry 1999, Neild et al.
1999, Lagares et al. 2000, Martins et al. 2011).
Embora o mecanismo de acdo do formaldeido
frente a unidade celular ndo esteja totalmente es-
clarecido, Mason & O’Leary (1991) observaram
que, o formaldeido, presente na solugao de formol
salina, atua junto aos microtabulos ligando-se a o e
B tubulina, despolimerizando a estrutura tubular e
desnaturando as proteinas presentes na membrana
plasmatica. Essa desnaturacdo protéica, segundo
andlises de Zhu et al. (2002), promove alteracdes na
permeabilidade da membrana dificultando ou im-
pedindo o transporte de d4gua para dentro da célu-
la. Baseando-se nesta hipétese, a reacao hiposmoti-
ca seria cessada quando fixada em formol salina e,
por isso, nao foi observado diferenca (P=0,05) entre
o teste com agua destilada fixado e nao fixado. E
importante salientar que as leituras foram realiza-
das até sete dias depois da fixagdo das amostras.
No entanto, esses resultados contradizem os obti-
dos em pesquisas anteriores realizadas pelo nosso
grupo de pesquisadores. E possivel que o maior
namero de varidveis estudadas nas pesquisas ante-
riores tenha favorecido o erro da andlise, impedido
que o efeito da fixacdo fosse realmente avaliado.

CONCLUSAO

Para avaliacao daintegridade funcional da mem-
brana plasmatica de espermatozoides equino crio-
preservados os testes utilizando solugdes hiposmo-
ticas de sacarose e frutose com 50 e 100mOsmol/L
e a agua destilada sdo mais eficientes. Entretanto,
pela facilidade de execugdo deve-se optar pelo pro-
tocolo mais simples utilizando somente dgua des-
tilada para a realizagdo do teste hiposmético para
espermatozoides equino criopreservados.

Para o teste com agua destilada é indicada uma
diluicao de 1:15 e tempo de incubagao de 10 minu-
tos.

A fixagdo em formol salina tamponada devera
ser realizada no teste hiposmético que utiliza so-
lugdes hiposméticas para aumentar o tempo de
armazenamento antes da leitura do percentual de
espermatozoides reativos. Para o teste com 4gua
destilada, este tempo de armazenamento devera
ser inferior a sete dias.
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