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Qual é o teste hiposmótico mais indicado para avaliar a 
integridade funcional de espermatozoides  

equino criopreservados?*
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motic swelling test to assess functional integrity of cryopreserved equine 
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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 (P≤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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RESUMO. Objetivou-se padronizar um teste hi-
posmótico (HOST) mais eficiente em determinar o 
percentual de espermatozoides equino funcional-
mente íntegros após a criopreservação, testando 
protocolos com solutos diferentes e água destilada, 
diferentes tempos de incubação em banho-maria, 
osmolaridades, taxas de diluição e fixação ou não 
em formol salino. No experimento 1 foram testadas 
as soluções de sacarose, frutose, cloreto de sódio e 
citrato de sódio com 50 e 100mOsmol/L e a água 
destilada nas diluições de 1:10 e 1:20, incubadas em 
banho-maria por 10 e 15 minutos. Os tipos de rea-
ção hiposmótica foram avaliados em microscopia 
de contraste de fase. Não houve diferença (P≥0,05) 
entre os tempos de incubação, as osmolaridades 
das soluções e as taxas de diluições sêmen e água 
destilada estudadas. A solução de frutose foi mais 
eficiente em determinar o percentual de esperma-
tozoides reativos (P≤0,05) do que as soluções de 
cloreto e citrato de sódio, mas foi semelhante à so-
lução de sacarose e água destilada (P≥0,05). O teste 
com água destilada identificou o maior percentual 
de espermatozoides reativos com cauda fortemen-
te enrolada comparada aos testes com soluções hi-
posmóticas com 50 e 100mOsmol/L (P≤0,05). No 
experimento 2 foram testadas diferentes diluições 
sêmen e água destilada para realizar o HOST (1:5, 
1:10, 1:15, 1:20 e 1:25). O HOST com água destilada 
na diluição 1:15 apresentou superioridade quando 
comparado aos demais protocolos (P≤0,05) e foi 
semelhante ao protocolo de diluição 1:25 (P≥0,05). 
O efeito da fixação em formol salino tamponada 
foi estudado no experimento 3. A taxa de dilui-
ção sêmen:água destilada utilizada foi 1:15, após 
incubação em banho-maria, os espermatozoides 
foram avaliados imediatamente ou submetidos a 
fixação para posterior leitura. Não houve diferença 
(P≥0,05) na comparação entre os espermatozoides 
fixados e não fixados. O HOST mais eficiente em 
determinar o percentual de espermatozoides equi-
no funcionalmente íntegros após a criopreservação 
é o realizado com água destilada na diluição 1:15 
(sêmen: água destilada), incubado por 10 minutos, 
fixado em formol salino, não sendo necessário a lei-
tura imediata.
PALAVRAS-CHAVE. Sacarose, frutose, água destilada, 
osmolaridade, sêmen, equino.

INTRODUÇÃO
A integridade da membrana plasmática é de 

crucial importância para o funcionamento do es-
permatozoide e para o processo de fertilização. As 
membranas plasmática e acrossomal são essenciais 
para os processos de capacitação, de reação acros-
somal, ligação com a zona pelúcida e de fusão dos 
gametas (Neild et al. 2000). Por isso, Jeyendran et al. 
(1984) desenvolveram o teste hiposmótico (HOST) 
para avaliar a integridade funcional da membrana 
plasmática de espermatozoides humanos. Este teste 
baseia-se no transporte de fluídos através da mem-
brana intacta sob condições hiposmóticas até que 
seja alcançado o equilíbrio osmótico entre os meios 
interno e externo. Esse transporte ocorre quando a 
integridade e a funcionalidade da membrana plas-
mática estão presentes. Essa atividade funcional da 
membrana plasmática está relacionada e pode ser 
utilizada como mais um indicador da habilidade 
fertilizante do espermatozoide (Neild et al. 2000).

O HOST é um protocolo de avaliação espermá-
tica acessível e simples de ser realizado e, tem sido 
empregado para avaliar a integridade de membra-
na de espermatozoides de várias espécies de mamí-
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), suíno (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, vários protocolos 
são empregados atualmente para tornar o HOST 
mais preciso em detectar o percentual de esperma-
tozoides reativos e consequentemente funcional-
mente íntegros. O soluto empregado na solução hi-
posmótica é um dos itens que mais diverge entre os 
pesquisadores. Outras características como tempo 
de incubação empregado no HOST, utilização da 
água destilada para realizar o teste, leitura do per-
centual de espermatozoides reativos e fixação das 
amostras incubadas com formol salino são estuda-
das, demonstrando que a técnica ainda não está to-
talmente padronizada.

Objetivou-se padronizar um teste hiposmótico 
mais eficiente em determinar o percentual de esper-
matozoides equino funcionalmente íntegros após 

-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.
KEY WORDS. Sucrose, fructose, distilled water, osmolarity, semen, equine.
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a criopreservação, testando protocolos com solutos 
diferentes e água destilada, osmolaridades, tempos 
de incubação em banho-maria, taxas de diluição e 
fixação em formol salino.

MATERIAL E MÉTODOS
Experimento 1

Vinte e quatro amostras de sêmen congelado de dife-
rentes garanhões Mangalarga Marchadores foram utili-
zadas para avaliar o efeito de quatro soluções hiposmó-
ticas e a água destilada, testando três osmolaridades e 
dois tempos de incubação. Três palhetas de 0,5mL foram 
descongeladas em banho-maria a 75°C por 7 segundos 
seguidos de imersão em banho-maria a 37°C por 30 se-
gundos. Depois da descongelação, o conteúdo das palhe-
tas foi colocado em microtubos para formar um pool. A 
motilidade e o vigor espermático das amostras descon-
geladas foram avaliados em microscópio óptico comum 
(Microscópio Olympus® CX21) de acordo com o preconi-
zado pelo CBRA (1998) e foi retirada alíquota de sêmen 
para avaliação da morfologia espermática em preparação 
úmida. Desta forma, uma alíquota de sêmen foi fixada 
em formol salina tamponada de forma a turvar a amostra 
para posterior leitura das anormalidades espermáticas. 
A morfologia espermática foi avaliada em microscopia 
de contraste de fase, utilizando objetiva de imersão, no 
aumento de 1000X (Microscópio Olympus® CX31).

O HOST foi realizado incubando o sêmen desconge-
lado em água destilada (osmolaridade zero) e também 
em quatro diferentes soluções hiposmóticas: sacarose, 
frutose, cloreto de sódio e citrato de sódio. As soluções 
hiposmóticas estudadas foram preparadas com osmola-

ridade de 50 e 100mOsmol/L. A osmolaridade das solu-
ções foi avaliada em aparelho de precisão (m OSMETTE 
TM, Model 5004 Automatic Osmometer- Natick MA - 
EUA) baseado no ponto de congelação dessas soluções. 
O HOST foi realizado incubando uma alíquota de sê-
men em nove alíquotas de água destilada (proporção 
1:10), incubando uma alíquota de sêmen em dezenove 
alíquotas de água destilada (proporção 1:20) e incuban-
do 50µL de sêmen em 500µL das soluções hiposmóticas 
estudadas, por 10 e 15 minutos em banho-maria a 37oC. 
Depois da incubação, todas as amostras foram fixadas 
com 250µL de formol salina tamponada, exceto as amos-
tras incubadas na água destilada.

O percentual de espermatozoides reativos foi obser-
vado em microscopia de contraste de fase, na objetiva 
de imersão, no aumento de 1000X (Microscópio Olym-
pus® CX31). Foram contadas 100 células e o percentu-
al de espermatozoides reativos ao HOST foi calculado 
utilizando a fórmula de cálculo [Reativos ao HOST (%) 
= (% de alterações na região da cauda - defeitos de peça 
intermediária (PI), peça principal (PP) e peça terminal 
(PT) após o HOST) - (% de alterações na região da cau-
da – defeitos de PI, PP e PT antes do HOST)] descrita 
por Melo & Henry (1999). Os tipos mais frequentes de 
reação 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 à análise de variância 
para modelos lineares, com os tratamentos formados 
em esquema fatorial (soluções e tempos de incubação). 
O programa SPSS (Statistical Package of Social Science, 
versão 8.0, 1997) foi utilizado para análise estatística. As 

Figura 1. Espermatozoides equinos criopreservados 
submetidos ao HOST após a descongelação. Fo-
tos: a, b, c, d, e, f, g, h, i, j - espermatozoides reati-
vos ao HOST (indicação de integridade funcional 
da membrana plasmática da cauda); k - esperma-
tozoide sem reação ao HOST (indicação de perda 
de integridade funcional da membrana plasmá-
tica da cauda). Microscopia de contrate de fase. 
Aumento 1000X. a e g = peça terminal reativa; b 
e i = peça principal reativa; c, d, e, f, h, j = cauda 
fortemente enrolada; k = não reativo.
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médias foram comparadas pelo teste Tukey, ao nível de 
significância de 0,05.

Experimento 2
Utilizou-se neste experimento 23 doses de sêmen 

congelado provenientes de diferentes garanhões. As 
doses de sêmen foram descongeladas da mesma forma 
do experimento 1. Após a descongelação foi avaliado a 
motilidade e vigor espermáticos e retirada amostra para 
avaliação da morfologia espermática da mesma forma 
do experimento 1. Em seguida, amostras de sêmen de 
cada dose foram incubadas em banho-maria a 37oC 
por 10 minutos em diferentes proporções de sêmen/
água destilada: 1:5, 1:10, 1:15, 1:20 e 1:25 , para realizar 
o HOST. Foram contadas 100 células por amostra e o 
cálculo do percentual de células reativas foi realizado 
segundo Melo & Henry (1999).

O percentual de reações dos espermatozoides foi es-
tudado por meio de análise de variância para medidas 
repetidas (cinco tratamentos no mesmo ejaculado/ga-
ranhão). Após a verificação da normalidade do modelo 
foi empregado o teste LSD (diferença mínima significa-
tiva) para comparação entre as médias de resultados do 
HOST, ao nível de significância de 0,05.

Experimento 3
Foram utilizadas 30 doses de sêmen congelado, pro-

venientes de diferentes garanhões. As doses de sêmen 
foram descongeladas da mesma forma do experimento 
1. Após a descongelação foi avaliado a motilidade e vi-
gor espermáticos e retirada amostra para avaliação da 
morfologia espermática da mesma forma do experimen-
to 1. Duas alíquotas de sêmen de cada amostra foram 
acrescidas de água destilada na proporção 1:15 e foram 
incubadas por 10 e 15 minutos em banho-maria a 37oC. 
Após o período de incubação, uma amostra foi avaliada, 
imediatamente, quanto ao percentual de espermatozoi-
des reativos e a outra foi fixada com 50µL de formol sali-
na tamponada para leitura até sete dias após este proce-
dimento. Procedeu-se à leitura conforme Melo & Henry 
(1999). Os dados foram submetidos à análise de variân-
cia para modelos lineares, com os tratamentos formados 
em esquema fatorial (tempos de incubação e fixação ou 
não). As médias foram comparadas pelo teste “t de Stu-
dent” ao nível de significância de 0,05.

RESULTADOS
A motilidade espermática equina variou de 

28,5%±15,3 a 32,8%±11,5 e o vigor espermático va-
riou de 2,1±0,4 a 2,4±0,5 em todas as doses de sê-
men descongeladas.

Registra-se que o tempo de incubação, as osmo-
laridades das soluções e as proporções de sêmen e 
água destilada estudadas não tiveram efeito signi-
ficativo sobre o HOST. O percentual de reativos ao 
HOST na solução hiposmótica com frutose foi se-
melhante à solução de sacarose e o teste com água 
destilada (P≥0,05), mas diferiu das soluções citrato 
de sódio e cloreto de sódio. Verifica-se que o per-
centual de reativos foi semelhante nas soluções de 
sacarose, citrato de sódio e cloreto de sódio (P≥0,05; 
Tabela 1).

Desconsiderando a solução hiposmótica empre-
gada, os tipos de reação mais frequentes (acima 
de 3%) foram peça principal enrolada (PPE), peça 
principal dobrada (PPD), reflexão de peça interme-
diária associado a peça 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 água destilada e decaiu significativamente nas 
soluções de 50 para 100mOsmol/L. Para uma mes-
ma osmolaridade não houve diferença na porcen-
tagem de CFE entre soluções (Tabela 2).

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

Não foi observada diferença (P≥0,05) entre o 
percentual de espermatozoides reativos ao HOST 
entre as amostras fixadas em formol salina tampo-
nada após incubação 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, após a 
criopreservação, com uso de diferentes soluções, água destilada, diferentes 
osmolaridades e tempos de incubação.

 Tempo de incubação Osmolaridade Média
 /Solução 50 mOsmol/L 100 mOsmol/L ±DP
  10´ 15´ 10´ 15´

 Frutose 15,3±12,4 14,1±11,6 15,2±12,6 13,7±13,2 14,5±12,3a

 Sacarose 12,0±12,0 12,7±12,2 14,2±13,1 11,2±10,0 12,5±11,8ab

 Citrato de sódio  10,7±10,5 9,5±9,6 10,3±11,0 10,2±11,0 10,3±10,4b

 Cloreto de sódio 11,5±11,4 9,9±10,7 11,0±11,5 11,4± 10,5 11,0±10,9b

    Taxa de diluição 
  1:10   1:20
 Tempo de incubação 10´ 15´ 10´ 15´ Média±DP
 Água destilada 12,8±13,0 10,4±10,7 12,9±11,4 11,0±10,9 11,9±11,5ab

Médias com diferentes sobrescritos diferem (P<0,05). DP = desvio padrão.
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e as não fixadas em formol salina tamponada sub-
metidas aos mesmos tempos de incubação (11,2 ± 
12,9 e 13,1 ± 13,9; respectivamente).

DISCUSSÃO
O teste hiposmótico realizado com soluções 

à base de eletrólitos (citrato e cloreto de sódio) 
se mostrou menos eficiente na identificação do 
percentual de espermatozoides equinos reativos 
e, conseqüentemente, funcionalmente íntegros 
após a criopreservação. Neild et al. (1999) tam-
bém relataram que o citrato de sódio entre 25 e 
100mOsmol/L não foi uma solução hiposmótica 
eficiente em detectar espermatozoides equino ín-
tegros. Embora, para espermatozoides humanos 
in natura, o teste hiposmótico utilizando solução 
de cloreto de sódio a 150mOsmol/L seja mais sen-
sível em detectar a funcionalidade da membrana 
plasmática (Tsai et al. 1997). Possivelmente, o teste 
hiposmótico para sêmen equino congelado tenha 
que empregar água destilada ou soluções de açú-
cares tendo em vista a característica do transporte 
de água através da membrana plasmática do es-
permatozoide desta espécie (Neild et al. 1999, Zhu 
et al. 2002).

O teste hiposmótico utilizando água destilada 
também se mostrou capaz de identificar o percen-
tual de espermatozoides com membrana plasmá-
tica funcionalmente íntegra assim como o teste 
hiposmótico que empregou soluções de açúcares 
(sacarose e frutose 50 e 100mOsmol/L). Com uma 

vantagem para o teste com a água destilada que 
não necessita do preparo de uma solução hipos-
mótica com avaliação posterior da osmolaridade, 
o que torna o teste mais simples e fácil para ser 
empregado na rotina dos laboratórios de andro-
logia (Bahamondes et al. 2001) e pelos veteriná-
rios de campo (Dell’Aqua et al. 2002). Além disso, 
no teste com a água destilada é possível identifi-
car uma maior porcentagem de espermatozoides 
com cauda fortemente enrolada, reação espermá-
tica ao HOST mais fácil de ser identificada duran-
te a avaliação em microscopia óptica comum, no 
aumento de 400X e em microscopia de contraste 
de fase, no aumento de 400 e 1000X. Esta reação 
espermática ao HOST pode ser mais evidente de-
pendendo da solução hiposmótica e da osmolari-
dade utilizada (Fonseca et al. 2005, Amorim et al. 
2009).

As pesquisas têm mostrado que o tempo de 
incubação não influi no resultado do percentu-
al de formas reativas após o HOST (Melo et al. 
2003, Alves et al. 2005, Martins et al. 2011), mes-
mo quando soluções hiposmóticas são substituí-
das pela água destilada. Pode-se destacar, então, 
a vantagem de cada laboratório de tecnologia de 
sêmen poder escolher o tempo de incubação mais 
apropriada às suas condições de trabalho, porém, 
os mesmos devem cuidar para que o HOST per-
maneça por um período mínimo de 10 minutos 
em banho-maria. A leitura imediata do HOST 
pode comprometer o percentual de células reati-
vas (Melo et al. 2003).

A proporção de água destilada de 1:15 no tes-
te hiposmótico permitiu uma facilidade maior de 
leitura em comparação com a proporção 1:25, pois 
neste caso, não foi observado efeito diluição das 
amostras o que tornou a contagem das 100 células 
mais fácil e menos demorado. A osmolaridade final 

Tabela 2. Efeito de soluções hiposmóticas com diferentes osmolaridades e a 
água destilada nas formas de reação ao HOST de espermatozoides equino 
após a criopreservação.

 Solução hiposmótica PPE(%) PPD(%) PI+PT(%) CFE(%) Total(%)

 Frutose 100 mOsmol/L 4,2±2,8 6,1±5,4 7,9±6,6 8,5±6,7c 33,6±16,6a

 Sacarose 100 mOsmol/L 3,1±2,2 5,7±5,1 7,9±6,3 7,4±5,6c 30,7±15,2abc

 Citrato de sódio 100 mOsmol/L 2,2±1,4 6,1±5,7 6,2±5,4 7,5±5,7c 28,1±13,4c

 Cloreto de sódio 100 mOsmol/L 3,5±2,7 6,0±6,2 6,8±5,0 9,2±6,8c 29,1±13,7bc

 Frutose 50 mOsmol/L 3,2±2,2 4,2±3,4 3,3±2,8 16,4±12,9b 32,6±15,6c

 Sacarose 50 mOsmol/L 3,6±2,6 5,1±4,0 3,6±3,6 14,9±13,1b 30,6±16,1abc

 Citrato de sódio 50 mOsmol/L 2,3±1,3 3,8±3,5 3,1±3,1 13,9±10,9b 27,7±13,6c

 Cloreto de sódio 50 mOsmol/L 3,3±2,3 3,7±3,6 3,6±3,3 14,4±9,1b 28,8±13,8c

 Água destilada 1:10 4,9±3,7 3,6±3,6 3,0±3,1 24,9±15,9a 33,1±14,5a

 Água destilada 1:20 4,1±3,4 3,2±2,6 2,7±2,7 25,0±15,4a 32,4±14,2ab

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

Tabela 3. Percentual de espermatozoides equino reativos ao 
HOST da água destilada após a criopreservação.

 Taxa de diluição  1:5 1:10 1:15 1:20 1:25

 Média ± DP 19,4±2,5c 23,0±2,5bc 31,5±3,6a 21,5±2,8c 27,4±3,3ab

Médias com diferentes sobrescritos diferem (P<0,05). DP = desvio pa-
drão.
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da solução sêmen:água destilada, nesta proporção, 
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 ação do formaldeido 
frente à unidade celular não esteja totalmente es-
clarecido, Mason & O’Leary (1991) observaram 
que, o formaldeido, presente na solução de formol 
salina, atua junto aos microtúbulos ligando-se a a e 
b tubulina, despolimerizando a estrutura tubular e 
desnaturando as proteínas presentes na membrana 
plasmática. Essa desnaturação protéica, segundo 
análises de Zhu et al. (2002), promove alterações na 
permeabilidade da membrana dificultando ou im-
pedindo o transporte de água para dentro da célu-
la. Baseando-se nesta hipótese, a reação hiposmóti-
ca seria cessada quando fixada em formol salina e, 
por isso, não foi observado diferença (P≥0,05) entre 
o teste com água destilada fixado e não fixado. É 
importante salientar que as leituras foram realiza-
das até sete dias depois da fixação das amostras. 
No entanto, esses resultados contradizem os obti-
dos em pesquisas anteriores realizadas pelo nosso 
grupo de pesquisadores. É possível que o maior 
número de variáveis estudadas nas pesquisas ante-
riores tenha favorecido o erro da análise, impedido 
que o efeito da fixação fosse realmente avaliado.

CONCLUSÃO
Para avaliação da integridade funcional da mem-

brana plasmática de espermatozoides equino crio-
preservados os testes utilizando soluções hiposmó-
ticas de sacarose e frutose com 50 e 100mOsmol/L 
e a água destilada são mais eficientes. Entretanto, 
pela facilidade de execução deve-se optar pelo pro-
tocolo mais simples utilizando somente água des-
tilada para a realização do teste hiposmótico para 
espermatozoides equino criopreservados.

Para o teste com água destilada é indicada uma 
diluição de 1:15 e tempo de incubação de 10 minu-
tos.

A fixação em formol salina tamponada deverá 
ser realizada no teste hiposmótico que utiliza so-
luções hiposmóticas para aumentar o tempo de 
armazenamento antes da leitura do percentual de 
espermatozoides reativos. Para o teste com água 
destilada, este tempo de armazenamento deverá 
ser inferior a sete dias.
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