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RESUMO 

 

O teste hiposmótico foi inicialmente desenvolvido, por Jeyendran et al., 

1984, para ser utilizado em sêmen humano. Com o decorrer do tempo outros 

estudiosos passaram a realizar trabalhos com diferentes espécies de animais, tais 

como: equina, canina, ovina e caprina. O teste baseia-se na reação da membrana 

plasmática do espermatozóide, que em meio hiposmótico, possibilita a passagem 

de água até o restabelecimento do equilíbrio osmótico entre os fluídos extra e 

intracelulares. A entrada de líquido para o interior celular ocasiona um aumento 

do volume celular (edema) e posterior dobramento da cauda do espermatozóide. 

O presente trabalho, testou a reatividade das células espermáticas de ovinos em 

solução de citrato-frutose com  diferentes osmolaridades (50, 75, 100, 125, 150, 

175, 200, 250 e 290 mOsm/L). Todas as amostras foram avaliadas após 

colocadas em banho-maria a 37º C durante 60 minutos. O teste não apresentou 

diferença estatística significativa entre as diferentes osmolaridades não podendo 

assim, determinar qual delas é a ideal para a utilização nos teste de avaliação do 

sêmem em ovinos. 
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ABSTRACT 

 

The hypoosmotic test was initially developed by Jeyendran to be used in 

human semen. Over time, other studies were initiated in different species such as 

equine, canine, sheep and goats. The test is based on the reaction of the sperm 

plasma membrane, which in hypoosmotic medium, allows the passage of water 

until the restoration of osmotic equilibrium between the extra and intracellular 

fluids. The entry of fluid into the cell interior causes an increase of the cell 

volume (edema) and subsequent folding of the sperm tail. This study tested the 

reactivity of the sperm cells of sheep-fructose citrate solution with different 

osmolarities (50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250 and 290 mOsm / L). All 

samples were evaluated after water bath at 37 ° C for 60 minutes. Test showed 

no statistically significant differences between the different osmolarities and 

therefore can´t determine which one is ideal for use in the sheep semen 

assessment. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A análise da integridade e funcionalidade estrutural da membrana espermática é 

considerada crucial para a avaliação da viabilidade e da capacidade de fertilização do 

espermatozóide. Usualmente utiliza-se coloração com azul de trypan ou com eosina 

para a avaliação da integridade da membrana, porém estas colorações avaliam apenas a 

integridade estrutural e não a funcional da membrana espermática. 

A avaliação da integridade funcional da membrana plasmática do 

espermatozóide, através do teste hiposmótico, é considerada como um indicador de 

fertilidade por ser um requisito básico para a fertilização. (MELO, 1999). O teste se 

baseia no comportamento da célula espermática frente a um meio hiposmótico. Na 

tentativa de equilibrar o meio extra e intracelular, ocorrendo um influxo de água através 

da membrana, gerando assim um aumento do volume celular (edema). Com o edema, a 

cauda se “enrola” e esta alteração é facilmente visualizada em microscopia óptica.  

O presente estudo teve como objetivo testar diferentes soluções de citrato-

frutose de várias osmolaridades: 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250 e 290 mOsm/L., 

em pool de amostras de sêmen puro, coletadas por vagina artificial de dois reprodutores 

ovinos, para indicar a solução de maior grau de reação e acrescentar mais segurança aos 

protocolos de avaliação de sêmen ovino. É importante ressaltar que este teste ainda não 

possui um protocolo padrão estabelecido para a espécie ovina. 
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2 MEMBRANA PLASMÁTICA  

 

Todas as células (procariontes ou eucariontes) são circundadas por uma 

membrana plasmática (MP), separando seu conteúdo do meio que a envolve. Por servir 

de barreira seletiva, a MP determina a composição do citoplasma celular (COOPER, 

1996), e tem papel fundamental na maioria dos fenômenos celulares (SINGER e 

NICOLSON, 1972). 

A permeabilidade altamente seletiva das membranas biológicas serve como 

regulador da composição molecular e iônica do meio intracelular utilizando-se de 

sistemas especializados, na forma de bombas e passagens moleculares (ZÚCCARI, 

1998). 

As células espermáticas dos mamíferos são um exemplo de especialização, 

possuindo uma membrana plasmática compartimentalizada, que podem ser subdivididas 

em cinco regiões, conhecidas como acrossoma, segmento equatorial, lâmina pós-

acrossomal, peça intermediária e peça principal/terminal (Eddy e O’Brien, 

1994,Christovan et al., 2004). 

2.1 Bicamada de lipídeos e proteínas 

 

O espermatozóide possui uma membrana plasmática formada por uma bicamada 

lipídica e protéica. Os lipídios da membrana são moléculas anfipáticas, ou seja, 

possuem uma extremidade hidrofílica (ou polar) e uma extremidade hidrofóbica (ou 

apolar). A maior parte da composição deste são fosfolipídios, apresentando  uma cabeça 

polar e duas caudas de hidrocarbonetos hidrofóbicas.  

A organização estrutural das membranas biológicas segue o modelo básico da 

bicamada de lipídios com proteínas associadas (GENNIS, 1989; COOPER, 1996). Os 

lipídios de destaque nesta estrutura celular são fosfolipídios (colina, serina, glicerol e 

inositol), glicolipídios e colesterol. Os fosfolipídios são constituintes de 50% da massa 

das membranas plasmáticas, sendo responsáveis por cerca de 60 a 70% dos lipídios 

totais de um ejaculado (WATSON, 1981). Os glicolipídios são encontrados 

exclusivamente no folheto externo da membrana plasmática, constituindo cerca de 2% 
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dos lipídios totais da membrana (COOPER, 1996). O colesterol está presente em grande 

quantidade na membrana, equivalendo-se às mesmas quantidades molares que os 

fosfolipídios (COOPER, 1996). A quantidade de colesterol encontrada na membrana 

espermática varia entre seus domínios, entre as espécies animais e entre indivíduos da 

mesma espécie (GENNIS, 1989; AMANN e GRAHAM, 1993; HOLT, 1995; CROSS, 

1998). O colesterol tem extraordinário papel na regulação da constância e da 

permeabilidade da MP (YAGLE, 1985), sendo que o influxo de colesterol da MP dos 

espermatozóides é o primeiro passo para o início do processo de capacitação (SEKI et 

al., 1992). 

Sabendo que os fosfolipídios são componentes estruturais fundamentais das 

membranaas, as proteínas desempenham a função de intermediar e realizar suas funções 

específicas (COOPER, 1996). As proteínas membranares são classificadas, com base na 

força de interação com os fosfolipídios, em intrínsecas e extrínsecas. As proteínas 

extrínsecas ou periféricas fixam-se às superfícies interna ou externa por forças 

eletrostáticas e podem ser removidas por procedimentos químicos fracos (ex.: alterações 

na composição iônica do meio). 

A ligação exercida pelos carboidratos é realizada na superfície externa das 

proteínas membranares e dos lipídios, formando as glicoproteínas e os glicolípidos, 

respectivamente. A camada resultante de carboidratos na superfície membranar externa 

constitui o glicocálice, que desempenha importantes funções. Alguns glicolípidos e 

glicoproteínas contêm ácido siálico que confere uma carga negativa à célula, 

permitindo-lhe afugentar substâncias carregadas negativamente; participa na adesão 

entre células e em reações imunes e algumas funcionam como receptores para ligação 

de hormonais como é o caso da insulina. 

2.2 Membrana plasmática do espermatozóide  

 

As membranas espermáticas seguem o modelo clássico de membrana plasmática 

(WATSON, 1981; WATSON, 1995). Entretanto, a membrana plasmática dos 

espermatozóides de mamíferos apresenta-se organizada em domínios regionais bem 

delineados que diferem em composição e função (WOLFE et al., 1998). 
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A membrana plasmática envolvida na cabeça do espermatozóide possui dois 

domínios maiores: região acrossomal e região pós-acrossomal. N aprimeira região 

mencionada aqui a membrana pode ser novamente dividida em segmento marginal 

(apical), segmento principal (acrossomal) e segmento equatorial, sendo que os 

segmentos marginais e principais, juntos, são denominados de capa acrossomal. No 

flagelo, observa-se o domínio da peça intermediária, que cobre a bainha mitocondrial, e 

o domínio da cauda posterior, que cobre a peça principal e terminal da cauda (EDDY e 

O’BRIEN, 1994). 

O anel posterior separa a membrana plasmática da cabeça do espermatozóide da 

membrana plasmática da peça intermediária, e a membrana da peça intermediária é 

separada da membrana do flagelo pelo anel anular. Estes diferentes domínios contêm 

variadas concentrações e distribuições de partículas intramembranosas (FLESCH e 

GADELLA, 2000). 

A capacidade fertilizante das células é altamente influenciada pela membrana 

plasmática, modificando-se ao longo do processo de espermatogênese, trânsito e 

armazenagem no epidídimo, ejaculação, depósito no trato genital feminino e, 

finalmente, capacitação e penetração do oócito (HOLT, 1995; WATSON, 1995; LENZI 

et al., 1996). Contudo, é importante que esta estrutura mantenha-se integra e 

funcionalmente para que a célula tenha viabilidade e capacidade fertilizante (PARKS e 

GRAHAN, 1992; KUMI-DIAKA, 1993). Para avaliar tal integridade alguns testes 

laboratoriais podem ser realizados, dentre eles a avaliação a partir da utilização de 

sondas fluorescente e o teste hiposmótico.  

2.3 Conservação de sêmen e integridade da membrana espermática 

 

As técnicas de preservação de sêmen podem promover graves alterações na 

membrana plasmática do espermatozóide. 

O resfriamento é uma técnica, que promove a alteração dos lipídios, o que pode 

afetar a estabilidade da membrana ou induzir a um rearranjo das moléculas da fase 

hexagonal II, desenvolvendo assim pontos de fragilidade que promoverão uma 

permeabilidade excessiva ou mesmo, a ruptura da membrana. 
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A produção ineficiente de ATP é outra alteração que pode ser provocada pelo 

resfriamento, ocasionando diversas modificações na fisiologia espermática, 

principalmente a abertura dos canais de cálcio promovendo posteriormente a hidrólise 

dos fosfolipídios danificando e aumentando a permebilidade da MP do espermatozóide 

(AMANN e PICKETT, 1987). A fase hexagonal II pode ser transitória ou persistir 

irreversivelmente mesmo após o aquecimento (PARKS e GRAHAM, 1992). 

As alterações provocadas pelo frio desestabilizam a estrutura fluida da 

membrana plasmática, causando perda de sua integridade e da função celular 

(JOHNSON et al., 2000; HAMMERSTED et al.,1990) Ocorrem alterações na peça 

intermediária, inativação das mitocôndrias, a cauda se dobra e a movimentação 

espermática cessa.  

Na congelação de sêmen, a contínua queda de temperatura, produz alterações 

físicas na membrana, que passa do estado líquido ao de gel, onde as cadeias de ácidos 

graxos que se encontravam aleatoriamente distribuídas ordenam-se paralelamente, 

produzindo uma estrutura rígida, tornando estas áreas fracas e susceptíveis a rupturas, 

fusões e permeáveis a íons. (HAMMERSTED et al.,1990). 

O espermatozóide, ao contrário de outras células, não possui a capacidade de 

restaurar a membrana plasmática quando lesionada, devido à fluidez da membrana ser 

baixa e o espermatozóide ter uma quantidade mínima de citoplasma, ficando assim 

comprometida a capacidade de síntese regenerativa (CARDULLO e WOLF, 1990). 

2.4 Avaliação da integridade da membrana espermática através de coloração 

 

Durante anos, a integridade da membrana plasmática celular tem sido avaliada 

por meio da utilização decorante. Colorações tais como a eosina/nigrosina ou o trypan-

blue, também chamadas de colorações “vitais”, comumente são utilizadas para verificar 

a integridade física da membrana plasmática do espermatozóide (BRITO et al., 2003).  

A coloração com sondas fluorescentes como diacetato de carboxifluoresceína 

(CFDA), o iodeto de propídio (IP) e o Hoechst 33258 são alguns dos métodos utilizados 
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para detectar a integridade de membrana celular (GARNER et al., 1986 e HARRISON e 

VICKERS, 1990; SMITH e MURRAY, 1997). 

O simples fato de se avaliar a integridade física da membrana plasmática do 

espermatozóide não é suficiente para predizer a possível capacidade de fertilizar da 

célula espermática (JAGER et al., 1991), pois a funcionalidade bioquímica da MP é um 

dos fatores que possibilita ao espermatozóide reconhecer o oócito e desencadear assim, 

todo o processo de penetração/fertilização. 

As análises realizadas pelo exame andrológico do sêmen (concentração, 

motilidade e morfologia) são insuficientes para o diagnóstico de fertilidade, a não ser 

que os parâmetros analisados estejam muito diferentes da normalidade considerada para 

cada espécie. O número absoluto de espermatozóides não é capaz de predizer um 

diagnóstico de fertilidade e sim a sua capacidade funcional Alves (2006). 
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3 O TESTE HIPOSMÓTICO 

 

A primeira utilização do teste hiposmótico (HOST) foi realizada em 

espermatozóides humanos (JEYENDRAN et al., 1984), com o intuito de analisar a 

função bioquímica da membrana plasmática espermática intacta. 

A membrana plasmática está envolvida com trocas metabólicas com o meio 

extracelular e, por isso a grande importância do estudo da funcionalidade da mesma, 

somado aos parâmetros tradicionais de avaliação da qualidade do sêmen, com a 

finalidade de aumentar os índices de fertilidade (LAGARES et al.,1998). 

3.1 Mecanismo do teste  

 

O teste é realizado com o intuito de observar a reação do espermatozóide, 

contento uma membrana celular integra, quando colocado em solução hiposmótica, 

permite a passagem da água através da membrana, até o restabelecimento do equilíbriio 

osmótico entre fluidos extra e intracelular (JEYENDRAN et al., 1984, SANTOS et al., 

2001). 

Com a passagem da água para o interior da célula, há um aumento do volume 

celular (edema), ocasionando assim o dobramento da cauda (JEYENDRAN et al., 

1984). O teste tem sido utilizado como forma de avaliação da viabilidade funcional da 

membrana espermática de diversas espécies: humanos (JEYENDRAN et al., 1984), 

eqüinos (ALVES et al., 2004; MELO, 1999), caninos (KUMI-DIAKA, 1993), ovinos 

(OBERST et al., 2003) e caprinos (FONSECA et al., 2001; SANTOS et al., 

2001;SALGUEIRO et al., 2003). 

É interessante observar que em peixes, tanto nas espécies de água doce quanto 

nas marinhas, a exposição do espermatozóide à água destilada determina a ativação da 

motilidade espermática, mas também leva a diferentes tipos de alteração no flagelo 

espermático. Após a ativação, ocorre um choque hiposmótico e o posterior enrolamento 

da cauda, determinando o curto período de motilidade espermática que é verificado na 

maioria das espécies de peixes (AMARAL et al, 2003 COSSON et al, 1995, 2008; 

ALAVI et al., 2009; SOARES et al 2010).) 
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3.2 Soluções, tempos e temperaturas utilizados  

 

Na literatura consultada, verifica-se uma grande variação entre as soluções, 

tempos de incubação e temperaturas utilizados para a realização do teste, nas várias 

espécies animais em que este tem sido empregado. 

Jeyendran et al. (1984) obtiveram melhores índices de reações espermáticas ao 

teste com as soluções de 150 mOsmol ou menos. O teste foi realizado em sêmen 

humano, onde foi testado soluções com osmolaridades que variavam de 50 a 300 

mOsmol. Ainda foram testados diferentes solutos (citrato de sódio, sucrose, melitose, 

frutose e cloreto de sódio) e a associação entre eles. Foi verificado que a taxa de reação 

espermática flutuava de acordo com a solução usada, dentro da mesma faixa de 

osmolaridade. A combinação entre citrato de sódio (50%) e frutose (50%) a 150 

mOsmol/L, incubada por 30 minutos a 37ºC apresentou os melhores resultados. 

Melo e Henry (1999) observaram que as soluções com osmolaridade acima de 

250m Osmol/ Kg H2O, tem a tendência de promover menores percentuais de reação 

hiposmótica nos espermatozóides, pois chegam muito próximos da osmolaridade do 

plasma seminal. Nie e Wenzel (2001) e Fonseca et al. (2005), verificaram o mesmo no 

sêmen eqüino e caprino, respectivamente. 

Vidament et al. (1998) e Melo e Henry (1999), encontraram grande correlação 

entre espermatozóides reagidos ao HOST com a motilidade espermática, em  sêmen de  

garanhões. Nesta espécie, após estudo com a intenção de padronização do teste, Melo 

(1999), observou que, independentemente do soluto utilizado, as taxas de maior reação 

foram conseguidas utilizando-se as soluções entre 50 mOsmol/L e 150mOsmol/L 

incubadas por 30 minutos a 37ºC. 

Em eqüinos Melo (1999), após estudo com a intenção de padronizar o HOST 

nesta espécie, observou que, independentemente do soluto utilizado, as taxas de maior 

reação ao teste foram conseguidas utilizando-se as soluções entre 50 mOsmol/L e 

150mOsmol/L incubadas por 30 minutos a 37ºC. 
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Em estudo realizado em caprinos, as soluções hiposmóticas de 125 e 150 

mOsmol/L apresentaram a maior percentagem de reação espermática (dobramento de 

cauda) pela solução utilizada de citrato de sódio (50%) e frutose (50%) em água 

destilada, e foram testadas osmolaridades que variavam de 50 a 300 mOsmol. Fonseca 

et. al, (2001) 

A mesma combinação de solutos (citrato de sódio 50% e frutose 50%), a 60 

mOsmol e um tempo de incubação de 60 minutos, a 37° C apresentou bons resultados 

(SANTOS et al., 2001). Esse tempo é diferente ao preconizado por Caiza de la Cueva et 

al. (1997), que citam 20 a 30 minutos como tempo ideal para que ocorram as reações. 

A melhor taxa de reação, por parte dos espermatozóides de coelhos, foi a 

solução de 60 mOsmol/L, em  tempo de incubação de 60 minutos, a 37° C. Amorim et 

al, (2008). Em caninos, também foi referido que a solução que apresentou a maior taxa 

de reação dos espermatozóides foi a de 60 mOsmol/L (KUMI - DIAKA, 1993). 

Em estudo realizado por Martins et al. (2011), na raça zebuína, foram avaliadas 

diferentes osmolaridades e tempos de incubação utilizados no teste hiposmótico e suas 

relações com a congelabilidade do sêmen dos touros. Foram testadas as soluções com 

osmolaridade de 60, 100, 150 mOsm/kg e água destilada (19 mOsm/kg) com 15, 30 e 

60 minutos de período de incubação a 37ºC. Não foram verificadas diferenças 

significativas nos valores médios de espermatozóides reativos nas diferentes soluções e 

nos diferentes períodos, tanto no sêmen in natura quanto no sêmen 

congelado/descongelado. Assim, o tempo a partir de 15 minutos de incubação, com uma 

solução que varie a osmolaridade de 60 a 150 mOsm/kg, pode  ser utilizada tanto no 

sêmen in natura quanto no sêmen congelado/descongelado. 

Em bovinos não é observado, ainda, uma padronização no protocolo para a 

realização da técnica em relação ao tempo de incubação e a osmolaridade da solução a 

ser utilizada. Vários tempos de incubação em soluções hipósmóticas são relatados em 

estudos anteriores: 5 minutos (CORREA et al., 1997), 20 minutos (TARTAGLIONE e 

RITTA, 2004), 30 minutos (MOCÉ e GRAHAM, 2008) e principalmente 60 minutos 

(BACINOGLU et al., 2008; VERA-MUNOZ et al., 2009). Em relação à solução 

hiposmótica, a osmolaridade de 150 mOsm/kg é a mais utilizada para a realização do 
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teste no sêmen in natura (REVELL e MRODE, 1994), e 100 mOsm/kg para o sêmen 

congelado/descongelado (REVELL e MRODE, 1994; CORREA e ZAVOS, 1994).  

Cortés et al. (1993) indicam que nos primeiros 20 minutos do HOST ocorre a 

maior proporção de reação, por parte das células espermáticas, ao teste hiposmótico, 

não estando ainda definido o tempo mínimo de incubação para o espermatozóide reagir 

ao HOST. Correa e Zavos (1994) incubaram o sêmen bovino por 60 minutos em banho-

maria a 37°C; Pinto e Lobo (1997) reduziram este tempo para 10 minutos; Lagares et al. 

(1998) utilizaram cinco minutos à temperatura ambiente; Melo e Henry (1999) e 

Bittencourt et al. (2005) retornaram para os 30 minutos a 37°C, Ferreira et al. (2001) 

compararam os percentuais de  reação hiposmóticas encontrados, com o sêmen caprino, 

após os cinco e 25 minutos de incubação e Dell’aqua júnior et al. (2002) fizeram a 

leitura imediatamente após o sêmen eqüino ser misturado à solução hiposmótica. 

A água foi indicada como uma solução hiposmótica para a realização do teste 

(LOMEO E GIAMBERSIO, 1991), e foi posteriormente utilizada por diversos autores 

(LAGARES et al., 1998 ;DELL’AQUA JR. et al., 2002; MELO et al., 2003:, 

VASCONCELOS et al, 2010).  Alves et al, 2005, testando a água e soluções de frutose 

e citrato de sódio de 100 mOsmol/L, consideraram que a água foi a melhor solução 

hiposmótica avaliada. 

Usualmente, após a incubação com as soluções hiposmóticas, a reação é  

interrompida através da adição de formol salina. Embora o mecanismo de ação do 

formaldeído frente à unidade celular não esteja totalmente esclarecido, Mason e 

O’Leary (1991) observaram que o formaldeido, presente na solução de FST, atua junto 

aos microtubúlos ligando-se a α e β tubulina, despolimerizando a estrutura tubular, e 

desnaturando as proteínas presentes na membrana plasmática. A desnaturação protéica 

ocorrida, segundo análises de Zhu et al. (2002), promove alterações na permeabilidade 

da membrana dificultando ou impedindo o transporte de água para dentro da célula. 

Talvez seja essa alteração na permeabilidade da membrana plasmática do 

espermatozóide, que justifique a não ocorrência de diferença (P>0,05) nas médias entre 

as soluções, observadas por Alves et al. (2005b), dos espermatozóides reativos ao teste 
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HOST com ou sem fixação em FST pós-incubação. Sendo assim, a reação hiposmótica 

seria cessada quando fixada em formol salina. 

3.3 Análise e contagem  

 

A microscopia por contraste de fase é a mais indicada para a avaliação da reação 

espermática ao HOST. O aumento utilizado varia de 200 a 1.000 vezes (JEYENDRAN 

et al., 1984; DELL’AQUA JÚNIOR et al., 2002; FONSECA et al., 2001; FERREIRA et 

al., 2001), entretanto o uso de aumentos maiores, quando possível, como 1.250  vezes 

minimizam possíveis erros na leitura, principalmente nas alterações da morfologia da 

peça terminal, mais complicadas de serem avaliadas em pequenos aumentos Melo 

(1999). 

A quantidade de células espermáticas contadas para a determinação do 

percentual à reação hiposmótica da amostra de sêmen, varia conforme diferentes 

pesquisadores. Jeyendran et al. (1984), não observou diferença significativa entre as 

avaliações que contaram 100 ou 200 espermatozóides por amostra. Nie e Wenzel 

(2001), não observaram diferença entre as contagens de 100 e 200 e entre 100 e 500 

espermatozóides, com percentagens de 87,0±1,4 x 87,1±1,4 (P=0,61) e 84,3±1,0 x 

83,8±0,9 (P=0,24), respectivamente. 

A utilização de fórmulas para a correção dos resultados obtidos no teste 

hiposmótico com o intuito de diferenciar as alterações morfológicas na região da cauda 

do espermatozóide, provenientes de processos pré-ejaculatórios e/ou de falhas na 

realização de técnica das alterações provocadas pelo HOST, também foram referidas 

por diversos autores. Para tal, Jeyendren et al. (1984) propuseram uma fórmula 

matemática direta, na qual se multiplica o número de espermatozóides alterados após o 

HOST por cem e divide-se pelo total de espermatozóides contados na mesma área. 

Correa e Zavos (1994) e Vazquez et al. (1997) utilizaram uma fórmula similar, mas 

subtraíram do valor final a proporção de espermatozóides com cauda semelhante à 

reativa em uma amostra controle. 

Com o intuito de melhorar essa metodologia de cálculo, Melo (1999), após 

observar que a incubação espermática em soluções isosmóticas, reproduzindo o ensaio 
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de Vazquez et al. (1997), não induzia mudanças significativas na morfologia da cauda, 

concluiu que a própria avaliação do sêmen para a morfologia espermática, poderia ser 

utilizada como grupo controle. Sendo assim, propôs uma fórmula matemática, na qual a 

porcentagem de reação hiposmótica é expressa por: HO(%) = (% de alterações na região 

da cauda após o HOST) – (% de alterações na região da cauda antes do HOST), sendo 

que possíveis resultados negativos são considerados iguais a zero. 

Com o cálculo, Melo (1999) acredita ter minimizado significativamente o erro 

de leitura e interpretação dos resultados, simplificando ainda mais o HOST, 

aproximando-se do valor real de formas reativas, principalmente em ejaculados com 

elevada percentagem de alterações na região da cauda antes do HOST. 

As anormalidades de acrossoma e cabeça não necessitam serem incluídos na 

fórmula de cálculo de formas reativas ao teste hiposmótico devido o volume nesta 

região não aumentar tanto quanto o volume da região da cauda, que no espermatozóide 

bovino pode aumentar de 3,5 a 4 vezes (DREVIUS e ERIKSSON, 1966). 
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4 EXPERIMENTO REALIZADO 

 

4.1 Introdução 

 

Durante o século XX, a ovinocultura gaúcha apresentou grande destaque no 

cenário nacional na criação de ovinos. Entretanto, nas décadas de 80 e 90, devido à 

menor procura pela lã decorrente do advento dos materiais sintéticos, muitos criadores 

gaúchos deixaram de criar ovinos. Contudo, no final da década de 90 com o aumento da 

procura por carne ovina e o aumento significativo do seu preço no mercado nacional 

muitos criadores voltaram a criação. Segundo estudos realizados pelo Departamento de 

Produção Animal da Secretaria da Agricultura, Pecuária, Pesca e Agronegócio, a 

tendência é de aumento no rebanho ovino do Rio Grande do Sul. Sendo assim, a 

ovinocultura terá maior representatividade no mercado de carnes nacional, e é 

fundamental importância o acréscimo de tecnologias e procedimentos para aumentar a 

confiança nas avaliações andrológicas dos carneiros. É importante ressaltar que o teste 

hiposmótico ainda não possui um protocolo padrão estabelecido para ser utilizado como 

rotina na avaliação do sêmen ovino. 

4.2 Objetivos 

 

O presente estudo teve como objetivo testar diferentes soluções de citrato-

frutose de várias osmolaridades: 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250 e 290 mOsm/L., 

em pool de amostras de sêmen puro, coletadas por vagina artificial de dois reprodutores 

ovinos, para indicar a solução de maior grau de reação e acrescentar mais segurança aos 

protocolos de avaliação do sêmen ovino. 

4.3 Material e Métodos 

 

O trabalho foi realizado no laboratório de Inseminação Artificial da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul no período de 24 de março de 2011 a 26 de 

julho de 2011. 
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Para tanto, foram coletados dois carneiros maduros sem raça definida, por 

vagina artificial. Após a coleta, realizava-se o pool do sêmen dos carneiros. O sêmen foi 

avaliado, através do exame de motilidade, turbilhão,vigor, após diluição em solução de 

citrato de sódio a 2,94%%. A avaliação foi realizada sob microscopia óptica. Para o 

exame hiposmótico, foram retirados 10 μl de sêmen puro e adicionados 2 mL de cada 

solução citrato-frutose de diferentes osmolalidades (50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250 

e 290 mOsm/L), sendo a seguir incubados a 37° C por uma hora. Transcorrido o período 

de incubação, colocava-se 10µl de formol, com o intuito de paralisar a reação. A leitura 

das amostras foi realizada em microscopia de contraste de fase, contando-se 100 células 

por lâmina. 

 

4.4 Resultado e Discussão 

 

 Neste estudo não se verificou diferença estatística significativa entre o número 

de caudas dobradas nas soluções de citrato-frutose de diferentes osmolaridades. Isto 

contraria as diversas observações de diferentes autores (SANTOS et al., 2001; 

FONSECA et al. 2001, 2005). Diversas razões podem ter contribuído para ausência de 

variação entre as soluções: grande variabilidade entre as amostras; número de 

reprodutores utilizados; período de realização das coletas e ainda a não classificação do 

grau de dobramento (dobrada ou fortemente dobrada) da cauda do espermatozóide, 

sendo considerados reagentes os que apresentassem qualquer tipo dobramento de cauda.  
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5 CONCLUSÕES 

 

O teste hiposmótico analisa um importante aspecto de qualidade dos 

espermatozóides, mas não é utilizado como rotina nas avaliações andrológicas devido a 

não existência ainda de um padrão a ser seguido, decorrente do grande número de 

soluções, tempos e temperaturas possíveis de serem utilizadas. Vários estudos devem 

ser realizados para melhor compreensão dos seus resultados, mas a falta de 

padronização da técnica é prejudicial para sua implementação nas análises andrológicas 

e nas avaliações de sêmen refrigerado e congelado.  

Contudo, é importante ressaltar que a partir de uma definição de como a técnica 

deve ser realizada, esta poderá ser mais um teste seguro para ser utilizado em conjunto 

com outras técnicas para a avaliação do sêmen, pois nenhum teste isolado é capaz de 

prever ou assegurar a qualidade/fertilidade de amostras de sêmen. 
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