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RESUMO

ALENCAR, BIANCA DE SOUSA. Uso do teste hiposmético na avaliacao de sémen dos
animais domésticos. Patos, UFCG. 2016. 23f. (Trabalho de conclusio de curso de Medicina

Veterinaria).

O presente trabalho enfoca uma revisdo sobre o teste hiposmético nas células
espermaticas de animais domésticos, como importante ferramenta na avaliacdo da qualidade
de sémen, através das modificacdes morfofuncionais que ocorrem nas células espermadticas
ao entrarem em contato com solu¢des hiposméticas. Células com integridade de membrana
plasmatica reagem ao teste por meio de edema, que ird causar dobramento na cauda do
espermatozoide, isto ocorre pela passagem do liquido para o interior das mesmas,
aumentando seu volume celular (edema). O presente teste tem sido utilizado como indicador
de fertilidade em diversas espécies, equinos, caprinos, ovinos, caninos, humanos entre
outros, uma vez que avalia a integridade funcional da membrana plasmética dos
espermatozoides. Somente células com integridade de membrana apresentam vitalidade
funcional para os movimentos espermaticos e o processo de penetracdo do 6vulo e

fertilizacao.

Palavras-chave: Sémen, teste hiposmético, membrana plasmatica.



ABSTRACT

ALENCAR, BIANCA DE SOUSA. Use of the hiposmotic test on semen evaluation of
domestic animals. Patos, UFCG. 2016. 23f. (Conclusion work of the Veterinary Medicine

course).

The aim of this review is to study the hiposmotic test in sperm cells of domestic
animals as an important tool in the evaluation of semen quality, through morphological and
functional changes that occur in sperm cells on contact with hiposmétic solutions. Cells with
plasma membrane integrity test to react by swelling, which will cause bending of the sperm
tail, this occurs by the passage of the liquid to the inside of same, increasing its cell volume
(edema). This test has been used as an indicator of fertility in several species, equine, caprine,
ovine, canine, human among other since it evaluates the functional integrity of the sperm
plasma membrane. Only cells with membrane integrity have functional vitality for sperm

movement and penetration process and egg fertilization.

Keywords: semen, hiposmotic test, sperm plasm membrane.



1 INTRODUCAO

Um dos aspectos relevantes no sucesso da inseminacéo artificial, por exemplo, em
qualquer espécie é a manutencdo das qualidades fertilizantes dos espermatozoides apds 0s
diversos passos da tecnologia do sémen, em especial o contato com os diluentes utilizados e
as variagdes de temperatura a que estes sao submetidos. Para isto, a avaliacao do sémen deve
ser rigorosa, sistemdtica e objetiva visando obter um diagndstico da capacidade de
fertilizacdo dos espermatozoides. Além dos exames de rotina, de forma prética e de baixo
custo pode-se avaliar a integridade da membrana plasmatica das células esperméticas através
do teste hiposmotico. Este exame fornecerd importantes informacdes sobre a qualidade
seminal e sua interacdo com a metodologia e diluentes utilizados.

No inicio de seu desenvolvimento, o teste hiposmético foi utilizado para avaliar os
espermatozoides humanos, que tinha o objetivo analisar a viabilidade funcional da
membrana espermética. Desde entdo, t€m sido utilizado em diferentes espécies animais.

O teste consiste em observar edema no espermatozoide, que ird causar em sua cauda.
E realizado, adicionando solucio hiposmética as células, que ird permitir a passagem do
liquido para o interior das mesmas, aumentando seu volume celular. O presente teste tem
sido utilizado como indicador de fertilidade, pois avalia a integridade funcional da

membrana plasmatica (PENA ALFARO, 2016).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Morfologia espermaética e seu metabolismo

Os espermatozoides sdo células especializadas produzidas pelos testiculos que
apresentam grande importancia bioldgica por serem portadores do material genético masculino,
necessdrio para transferéncia dos caracteres hereditdrios no momento da singamia, logo ap6s a
fecundacio (PENA-ALFARO, 2016). Os espermatozoides sio compostos por uma cabeca de
perfil fino, que comporta o niicleo com sua cromatina altamente condensada compreendida por
um ndmero haploide de cromossomos, peca intermediaria, que contém as mitocOndrias
geradoras da energia necessaria para a movimentagcdo e metabolismo, e a cauda, responsdvel
pela motilidade celular. O espermatozoide € completamente envolto pela membrana plasmatica.

A cabeca do espermatozoide tem forma oval e € quase totalmente ocupada pelo nicleo,
composto de cromossomos paternos. Na parte superior da cabeca hd o acrossoma, oriundo da
juncdo de vesiculas do aparelho de Golgi e que consiste em uma bolsa cheia de enzimas com a
funcdo de facilitar a penetragdo do espermatozoide no 6vulo durante a fecundagdo. O colo,
também chamado de peca intermediaria, contém mitocondrias que produzem o trifosfato de
adenosina (ATP), essencial para o movimento dos flagelos. J4 a cauda ou flagelo desenvolve-
se a partir do centriolo e tem a func¢do de impulsionar o espermatozoide pelo aparelho
reprodutor feminino. No momento da ejaculagdo, os espermatozoides se unem ao plasma
seminal, fluido produzido pelas glandulas sexuais anexas. (GARNER; HAFEZ, 2003).

O plasma seminal constitui o principal meio nutriente dos espermatozoides ao serem
depositados no trato genital das fémeas, e terdo sua capacidade de fecundacdo mantida na
maioria das espécies, até por 48 horas, com exce¢do do cdo que pode alcancar mais de 100
horas de viabilidade (PENA ALFARO, 2016).

Moraes (2016) relata que nos mamiferos, a membrana plasmética
dos espermatozoides possui proteinas chamadas de fertilizinas. E através dessas proteinas que
o espermatozoide consegue se ligar as proteinas receptoras presentes na membrana do évulo.
Quando as proteinas dos dois gametas se associam, ocorre uma fusdo entre elas que causa
alteracdo na permeabilidade da membrana ovular aos fons Na* e K*, promovendo
despolarizacdo de toda a superficie do 6vulo. Essa alteracdo na superficie da membrana do
ovulo impede a penetracdo de outros espermatozoides, garantindo que apenas um fecunde o

ovulo.



12

O acrossoma cobre a cabeca do espermatozoide e consiste numa estrutura fina, com
dupla camada de membranas que envolvem intimamente o nicleo espermatico. Esse acrossoma
contém diversas enzimas hidroliticas necessdrias ao processo de penetracdo no odcito, e
liberadas ao iniciar-se a reagdo de acrossoma, durante o contato do espermatozoide com o
cumulus ooforos, e sequencial passando pela corona radiata e zona pelicida (BRINSKO, 1999;
PENA-ALFARO,2016).

A peca intermedidria apresenta-se como uma estrutura flagelar do tipo 9+ (9+2), isto é:
nove fibras densas que circundam nove pares de microtibulos, e estes envolvem dois filamentos
simples de microtibulos. O axonema € composto pela estrutura 9+2 de microtibulos sendo
recoberto, junto com as fibras que o circundam, por uma bainha em forma de hélice composta
por numerosas mitocondrias (JASKO, 1992).

Os espermatozoides sdo células capazes de efetuar trocas metabdlicas com o meio onde
se encontram e essas trocas sdo facilitadas pelo caréter filiforme do espermatozoide, gerando

energia, o qual lhe confere grande permeabilidade (MIES FILHO, 1987).

2.2 Teste hiposmotico (HOST)

A integridade da membrana plasmdtica é de crucial importancia para o funcionamento
do espermatozoide e para o processo de fertilizacdo. As membranas, plasmética e acrossoma,
sdo essenciais para os processos de capacitacdo, de reagdo acrossomal, ligacdo com a zona
pelucida e de fusdo dos gametas (NEILD et al., 2000).

A membrana plasmadtica estd envolvida com trocas metabdlicas com o meio extracelular
assumindo assim grande importancia na biologia espermética e na funcionalidade da mesma.
Sua avaliacdo, somado aos parametros tradicionais de avaliacdo da qualidade do s€émen, com a
finalidade de aumentar os indices de fertilidade, torna-se relevante, (LAGARES et al., 1998).

A integridade da membrana plasmatica celular pode ser avaliada utilizando diversas
técnicas, entre as quais o uso de corantes supra vitais, a exemplo da eosina/nigrosina ou o
trypan-blue, usados para verificar a integridade fisica da membrana plasmética do
espermatozoide (BRITO et al., 2003).

Coloragoes fluorescentes foram desenvolvidas com a mesma finalidade, principalmente
para o uso com sémen descongelado, ou seja, espermatozoides criopreservados. Entre estes
corantes podemos citar o lodeto de propidio (IP) que é um corante DNA-especifico, cora de
vermelho fluorescente somente os espermatozoides com dano na membrana plasmatica. Ja o

diacetato de carboxifluoresceina (CDFA), que pode ser combinado ao IP na avaliacdo da
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integridade da membrana espermadtica, irradia uma coloracdo verde fluorescente ao sofrer
hidrélise quando penetra em um espermatozoide com membrana plasmdtica intacta
(HARRISON; VICKERS, 1990). A dificuldade a campo do uso destas técnicas radica na
necessidade de um microscépio de fluorescéncia.

Na avaliacdo das técnicas da integridade de membrana deve-se considerar que a mesma
por si s6, ndo € suficiente para predizer a possivel capacidade fertilizante da célula espermatica,
pois outros fatores metabdlicos relacionados a funcionalidade bioquimica da membrana
plasmética possibilitam ao espermatozoide desencadear todo o processo de
penetracdo/fertilizacdo (JAGER et al, 1991).

Jeyendran et al.(1984), propuseram a utilizacdo do teste hiposmético ou HOST
(Hypoosmotic Swelling Test) na avaliagdo da integridade funcional da membrana plasmética do
espermatozoide humano.

A membrana plasmaética da célula espermdtica possui a capacidade de transporte
seletivo de moléculas, quando exposta a uma condicdo de baixa osmolaridade, a 4gua penetra
no interior dos espermatozoides para atingir o equilibrio osmético (INAMASSU; UECH]I;
LOPES, 1999). Este fendmeno leva a aumentar o volume das células € a membrana plasmatica
se expande. O espermatozoide ao ser submetido ao choque hiposmético tende a promover um
dobramento de cauda (Figura 1). Estas modificacdes levam a indicar que essa célula
espermatica apresentava integridade da sua membrana plasmatica, (DELL’ AQUA JUNIOR et
al, 2002).
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Figura 1. Espermatozoides equinos criopreservados submetidos ao HOST apés a descongelagdo. Fotos: a, b, ¢, d,
e, f, g, h, i, j: espermatozoides reativos ao HOST (indicagao de integridade funcional da membrana plasmatica da
cauda); k: espermatozoide sem reacdo ao HOST (indicagdo de perda de integridade funcional da membrana
plasmatica da cauda). Microscopia de contrate de fase. Aumento 1000X. a e g = peca terminal reativa; b e i = peca
principal reativa; c, d, e, f, h, j = cauda fortemente enrolada; k = néo reativo.

Fonte: Snoeck et al., (2014)

Alteracdes morfofuncionais da cauda de espermatozoides submetidos a manipulagdo,
podem levar a falsas interpretacdes sobre a integridade da membrana espermadtica, pelo qual
foram propostas diversas formulas de ajuste, a exemplo de Jeyendran et al (1984) que
propuseram uma férmula matemadtica direta, na qual se multiplica o nimero de espermatozoides
alterados apds o HOST por cem e divide-se pelo total de espermatozoides contados na mesma
drea. Vazquez et al (1997) utilizaram uma férmula semelhante, mas subtrairam do valor final
a propor¢do de espermatozoides com cauda semelhante a reativa em uma amostra controle, J&
Pefia Alfaro (2016) sugere avaliar as alteragdes de cauda nos espermatozoides antes da
avaliacdo do HOST e este valor ser subtraido ao valor encontrado apds a incubagdo do s€émen

com a solucdo hiposmética, com resultado expresso em percentual.
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Considerando que a cabeca do espermatozoide, mesmo sendo recoberta pela membrana
plasmdtica, ndo aumenta tanto o seu volume em condi¢des hiposmética, como acontece com
volume da cauda, ndo se leva em consideragdo na avaliagdo das alteracdes de cabeca
espermdtica ao realizar o HOST (DREVIUS e ERIKSSON, 1966), este fato, segundo Melo
(1999), indica a nao necessidade da inclusdo das anormalidades de acrossoma e cabeca na
férmula de célculo de formas reativas ao HOST.

A microscopia por contraste de fase € a mais indicada para a avaliacdo da reacdo
espermatica ao HOST, e diversos autores propuseram o uso de aumento variando entre 200 e
1.000 vezes (JEYENDRAN et al, 1984; FONSECA et al, 2001; FERREIRA et al, 2001;
DELL’AQUA JUNIOR et al, 2002; ANDRADE & PENA ALFARO, 2007).

O numero de células espermdticas a serem contadas visando determinar
percentualmente a reacdo hiposmotica da amostra de s€men, varia conforme os pesquisadores.
Jeyendran et al (1984), ndo observou diferenca significativa entre as avaliacdes que contaram
100 ou 200 espermatozoides por amostra. Nie e Wenzel (2001), também ndo observaram essa
diferenca entre as contagens de 100 e 200 e entre 100 e 500 espermatozoides, com porcentagens
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.

O uso do teste hiposmético no sémen de ovinos oferece boa condi¢do de analise da
integridade da membrana plasmédtica na comparacdo do uso de diferentes diluentes e hordrios
p6s-dilui¢do, recomendando o seu uso de forma rotineira nos processos de tecnologia de s€émen
ovino (ANDRADE & PENA ALFARO, 2007).

Com base no protocolo proposto por Jeyendran et al (1984) para o sémen humano,
vérios pesquisadores vém utilizando o HOST no sémen de diversas espécies domésticas, tais
como nos bovinos (CORREA; ZAVOS, 1994), suinos (VAZQUEZ et al, 1997), equinos
(MELO; HENRY, 1999), caes (INAMASSU et al, 1999) e ovinos (OBERST et al, 2003).
Andrade & Pefia Alfaro (2007), Medeiros & Pefia Alfaro (2008), em caprinos, os trabalhos de

Batista & Pena Alfaro (2008), ambos trabalhando com a raca Moxoté no semidrido paraibano.

2.3 Solugdes hiposméticas e osmolaridade

O teste hiposmotico foi primeiramente aplicado utilizando-se solu¢Oes de agucares
(frutose, melitose e sacarose) e eletrolitos (citrato de sddio e cloreto de s6dio), onde a solucao
composta por 50% de frutose e 50% de citrato de s6dio, ambos a 150 mOsmol/Kg H>O,

mostrou-se superior as demais em espermatozoides humanos JEYENDRAN et al, 1984).
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Jeyendran et al (1984), relata que o citrato de sddio e o cloreto de s6dio atuam mantendo
a integridade funcional dos espermatozoides, sendo o primeiro empregado em estudos visando
a padronizagao do teste hiposmatico.

A frutose e a sacarose sdo agucares comumente utilizados em meios diluidores de
sémen, embora a membrana plasmatica ndo permita o transporte da sacarose, devido ao seu
peso molecular, o que pode gerar reacdes diferentes das obtidas com a frutose, agicar que tem
fluxo através da membrana plasmdtica do espermatozoide, ja Neild et al (1999) realizaram
estudos nos quais, além desses dois agucares, foi utilizada também a lactose como componente
da solugdo hiposmética.

Pinto e Lobo (1997), pesquisando a HOST em sémen equino in natura e resfriado,
usaram como solucdo hiposmoética o meio de diluente proposto por Kenney et al (1975), com
uma osmolaridade de 150 mOsmol/Kg H20, observando reacao positiva ao teste.

A dgua destilada foi usada por Dell’ Aqua Junior et al (2002) e Melo et al (2003), como
solucdo na incubagdo de sémen equino congelado, sendo observado, pelos ultimos, uma
superioridade (P<0,05) desta solu¢cdo em comparacao a solucdo de sacarose a 100 mOsmol/Kg
H20.

Nos testes hiposmoéticos em caprinos, o uso de solucdes contendo frutose com citrato de
sodio, é mais frequente que o uso de solucdes compostas usando somente citrato de sédio
(FONSECA et al, 2001; SANTOS et al, 2001; BITTENCOURT et al, 2005; FONSECA et al,
2005);

Os meios/diluentes utilizados na conservagdo da célula espermatica, possuem uma
osmolaridade em torno de 300 mOsmol/Kg H20 (JEYENDRAN et al, 1984); essa mesma
osmolaridade, foi classificada por RODRIGUEZ-GIL, J.E.; MONTSERRAT, A.; RIGAU, T
(1994), Vazquez et al (1997) e Melo (1999) como isosmotica em relagdo ao espermatozoide,
canino, suino e equino, respectivamente.

Lagares et al (1998) mensuraram a osmolaridade do plasma seminal equino e obtiveram
média de 284,8 mOsmol/Kg H>O, essa média pode ser estendida ao sémen dos demais
mamiferos domésticos, pois segundo Garner e Hafez (2003), a composi¢do quimica, inorganica
e bioquimica dos espermatozoides é basicamente a mesma, diferindo quantitativamente em
relac@o aos constituintes do plasma seminal de cada espécie.

Solucdes com osmolaridade acima de 250 mOsmol/Kg H>O, tendem a promover
menores percentuais de reagdo hiposmética nos espermatozoides, pois aproximam-se da

osmolaridade do plasma seminal. Esse comportamento foi observado por Melo e Henry (1999),
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onde os espermatozoides submetidos ao HOST em solugdes de 250 e 300 mOsmol/Kg H20,
apresentaram média de reacdo abaixo de 7% e 5%, respectivamente.

Comportamento este, também observado, embora com médias um pouco mais altas, por
Nie e Wenzel (2001) e por Fonseca et al (2005), no sémen equino e caprino, respectivamente.
Assim sendo, espera-se um maior percentual de reacdo hiposmética dos espermatozoides,
quando incubados em solu¢des cuja osmolaridade varie de 0 a 200 mOsmol/Kg H20.

Experimentos conduzidos por diversos pesquisadores vém demonstrando que o
intervalo de 100 a 150 mOsmol/Kg H>O tem permitido, aos espermatozoides, um percentual
maior de reatividade hiposmotica. Correa e Zavos (1994) relataram que os espermatozoides
bovinos apresentaram 48% de reacdo hiposmética (P<0,05) quando submetidos a osmolaridade
de 100 mOsmol/Kg H>O. Fonseca et al (2005) ndo observaram diferenca significativa entre as
osmolaridade de 100, 125 e 150 mOsmol/Kg H20O, sendo que a segunda, demonstrou um leve
aumento numérico na porcentagem de reacdo. Oberst et al (2003), também ndo encontraram
diferencga significativa entre 100 e 150 mOsmol/Kg H>O trabalhando com o sémen ovino.
Andrade & Pefia Alfaro (2007), analisando sémen de carneiros usaram solugdes de citrato de
sddio e frutose contendo 150 mOsmol/Kg H20.

Lin et al (1998) relacionaram a fertilidade e subfertilidade de homens com a integridade
funcional da membrana plasmética do espermatozoide, através do HOST, obtendo correlacio
positiva (P<0,05), tanto do sémen in natura como congelado, usando como meio hiposmético
a dgua destilada (OmOsmol/Kg).

A 4gua destilada tem demonstrado uma variagdo na resposta hiposmotica dos
espermatozoides, quando nela incubados. Melo et al (2003) observaram a semelhanga entre os
percentuais de reacdo hiposmdtica do espermatozoide equino, quando incubados em agua
destilada ou em solucdo de cloreto de s6dio a 100 mOsmol/Kg H>O, e a superioridade da agua
destilada quando comparada a solugdo de sacarose na mesma osmolaridade.

Comparando solugdes de citrato de sédio e de frutose, ambas a 100 mOsmol/Kg H>O,
com dgua destilada, Alves et al (2005), ndo observaram diferencas entre o uso de dgua destilada
e as duas solugdes, quando fixadas com formol-salina tamponada, entretanto, no ensaio que nao
ocorreu essa fixagdo a dgua destilada, mostrou-se superior (P<0,05), isto demonstrou que, no
uso da dgua destilada o HOST pode sofrer uma interferéncia quando fixados com formol-
salina tamponada, embora os autores sugiram a realizacdo de mais estudos para elucidar estas
respostas.

2.3.1 Tempo de incubagdo e fixagdo com formol-salina tamponada
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O tempo necessdrio para a incubacdo do s€men, visando a realizacdo do teste
hiposmético ainda ndo estd totalmente definido, assim, Cortés et al (1993) indicaram que a
maior propor¢ao de reagao hiposmaética ocorre nos primeiros vinte minutos do HOST.

Diversos experimentos té€m utilizado tempos variados na realizagcdo do teste
hiposmoético, Correa e Zavos (1994) incubaram o sémen 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 a temperatura ambiente; Melo e Henry (1999), Bittencourt et al (2005)
e Andrade & Pefia Alfaro (2007) usaram 30 minutos a 37°C.

Ferreira et al (2001), compararam os percentuais de reacdes hiposmoéticas encontradas,
com o sémen caprino, apds os 5 e 25 minutos de incubacdo, e Dell’ Aqua Junior et al (2002)
fizeram a leitura imediatamente apds o s€men equino ser misturado a solu¢do hiposmotica.
Ressaltando que diversas solucdes foram utilizadas nessas experimentacdes. Nie e Wenzel
(2001) utilizando s€men equino in natura, ndo observaram diferenca significativa entre tempos
de incubagdo variando de 15 a 180 minutos, embora houvesse uma tendéncia numérica a favor
dos 60 minutos.

Outros trabalhos semelhantes, com sémen congelado equino, indicaram que 15 minutos
de incubacdo a 37°C, sdo suficientes, pois ao final deste tempo, a maior parte dos
espermatozoides com membrana funcionalmente integra ja reagiu a condicdo hiposmotica

(MELO et al., 2003; ALVES et al., 2005).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O uso do teste hiposmético no exame dos espermatozoides tem se demonstrado como
importante ferramenta no exame da integridade dessas células, uma vez que possibilita a
avaliagdo do grau de comprometimento da membrana espermdtica. Seu uso torna-se muito
adequado tanto pelo baixo custo, como pela facilidade da realizacdo e interpretacdo da técnica,
e confiabilidade dos resultados.

Dadas as caracteristicas do referido teste, recomenda-se sua inclusdo como técnica de
rotina na avaliacdo do s€émen submetido a manipulacdo e criopreservagdo, uma vez que essas
técnicas provocam um elevado nuimero de injurias na membrana plasmdtica dos
espermatozoides pela acdo do choque térmico nos processos de congelamento e

descongelamento do s€men.
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