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RESUMO 

SOUSA, D. B. Variabilidade das sub-populações de espermatozóides 
avaliadas pela cinética em sistema computadorizado e combinação de 
sondas fluorescentes como parâmetro qualitativo do sêmen congelado de 
ovinos. Botucatu, 2007. 123p. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista - 

UNESP. 

 

Várias pesquisas foram desenvolvidas visando a melhoria da congelabilidade do 

sêmen ovino. Contudo, ainda não houve progressos significativos na fertilidade do 

sêmen congelado após a inseminação artificial cervical. Diversos sistemas de 

análise computadorizada do movimento espermático (CASA) têm sido propostos e 

aplicados na tentativa de quantificar características específicas do movimento 

espermático, podendo ainda determinar a presença e a cinética das sub-

populações de espermatozóides. Muitos testes para avaliar a função espermática 

foram desenvolvidos, permitindo analisar simultaneamente diferentes aspectos da 

função espermática. Análise da função mitocondrial oferece uma maneira de 

acessar a motilidade espermática. Foram objetivos otimizar o sistema CASA na 

avaliação do sêmen congelado; determinar parâmetros da cinética espermática 

que expressem analogia com as características da avaliação das membranas 

plasmática, acrossomal e mitocondrial (IP, FITC-PSA e JC-1; MITO; R-123) e 

utilizar conjuntamente os parâmetros fornecidos pelo sistema CASA e pelas 

sondas fluorescentes para agrupar as amostras de maneira qualitativa. Vinte e 

seis amostras de sêmen congelado de diferentes carneiros foram estudadas pelo 

CASA obtendo-se para os parâmetros VCL, VAP, VSL, ALH, BCF, LIN, STR, 

ELONG dados médios e individuais para cada espermatozóide e por sondas 

fluorescentes para a avaliação simultânea da integridade de membrana 

plasmática, reação acrossomal e potencial de membrana mitocondrial. 

Estatisticamente aplicou-se a análise exploratória de técnicas multivariadas 

obtendo-se três fatoriais sendo o primeiro fator F1 positivo e alto para as variáveis 

VAP, VSL, STR e LIN, que é interpretado com um fator relacionado à 



progressividade. Para o segundo fator F2, associam as variáveis VCL, ALH e MT, 

que representam um fator de deslocamento. Para o terceiro fator F3 estão 

associados as variáveis BCF, MITO e ELONG, cuja interpretação diz respeito à 

energia disponível. Obteve-se a formação 9 grupos distintos A, B, C, D, E, F, G, H, 

e I. O sêmen congelado dos carneiros 2, 4 e 13 é muito diferente do restante dos 

animais, formando grupos unitários. Para a amostra do animal número 2 (grupo 

C), encontrou-se valores baixos nos três fatores. No material dos animais 4 (grupo 

G) e 13 (grupo H) encontrou-se valores baixos em progressividade do movimento 

e disponibilidade de energia, porém apresentam bom deslocamento. Para os 

carneiros 1 e 8 (grupo A), observou-se os melhores valores de energia porém 

fraco em progressividade e mediano em deslocamento. No grupo constituído pelos 

animais 11, 19, 25, 15 e 21 (grupo B), bons valores de progressividade e valores 

de mediano para baixo em deslocamento e disponibilidade de energia. Para o 

grupo formado pelos carneiros 6, 9, 7 e 16 (grupo D) verificam-se baixos valores 

em energia disponível e progressividade e valores medianos em deslocamento 

espermático. O grupo dos animais 14, 20 e 26 (grupo E) apresenta baixos valores 

de energia disponível e deslocamento, sendo o carneiro 14 fraco em direção, e os 

demais animais com valores medianos para progressividade. O grupo dos animais 

3, 22, 5, 10 e 12 (grupo F) apresenta altos valores de progressividade e 

deslocamento porém apresenta valores ruins em disponibilidade de energia. O 

grupo dos animais 17, 24, 18 e 23 (grupo I) apresenta em seu material alto valor 

para progressividade, de mediano para baixo em deslocamento e fracos em 

energia disponível. A análise computadorizada do movimento espermático (CASA) 

no sêmen congelado de ovinos fornece informações necessárias ao entendimento 

da cinética das sub-populações, possibilitando que centenas de células sejam 

avaliadas durante um procedimento de rotina, ampliando os horizontes do 

conhecimento da biotecnologia da criopreservação do sêmen ovino. 

 

Palavras chave: sub-população espermática; criopreservação do sêmen ovino; 

análise computadorizada do movimento espermático (CASA); atividade 

mitocondrial; sondas fluorescentes. 



ABSTRACT 

 

SOUSA, D. B. Evaluation of sperm sub-populations variability by computer 
assessment of kinematics motion together with fluorescent probes in 
determination of qualitative aspects of ram frozen semen. Botucatu, 

2007. 123p. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista - UNESP. 

 

Many researches were developed to improve the ram semen criopreservation. 

However, no significant advances in the fertility rates with the frozen semen were 

observed with cervical artificial insemination. Several computer-assisted motility 

assessments (CASA) systems have been considered and applied in the attempt to 

quantify specific characteristics of the sperm motion and still them being able to 

determine the spermatozoa presence and subpopulations kinematics. A large 

number of sperm functions evaluation had been developed, making it possible to 

analyze different aspects of the sperm function simultaneously. Analysis of the 

mitochondrial function offers a way to have access the sperm motility. The aim of 

this study was to optimize the CASA system in the evaluation of the ram frozen 

semen; determine parameters of the sperm kinematics that express analogy with 

the characteristics of the evaluation of plasmatic, acrossomal and mitochondrial 

membranes (PI, FITC-PSA and JC-1; MITO; R-123) and use CASA parameters 

together with the fluorescent probes to group samples in a qualitative way. Twenty 

and six frozen semen samples of different rams were evaluated by CASA system 

for mean and individual sperm motion parameters VCL, VAP, VSL, ALH, BCF, LIN, 

STR, ELONG and for fluorescent probes leads for the simultaneous evaluation of 

the integrity of plasmatic, acrossomal membranes and membrane mitochondrial 

potential. The statistic applied was multivariate analysis getting to three different 

factorials. The first factor was positive and high (F1 factor) for variables VAP, VSL, 

STR and LIN, that were interpreted with the forward displacement. For F2 factor, 

there were associate variables VCL, ALH and MT that represent the displacement. 

The F3 factor, whose interpretation has to do with available energy, was 



associated with variables BCF, MITO and ELONG. Nine distinct groups A, B, C, D, 

F, G, H, and I were formed. The ram frozen semen 2, 4 and 13 were very different 

forming unitary groups. For the sample number 2 (group C), it was noticed low 

values in the three factors. In the sample of animals 4 (group G) and 13 (group H)  

low values in forward progression and available energy were found, however with 

good displacement. For ram 1 and 8 (group A) it was observed the best energy 

values however it was weak in forwarding progressively and medium for 

displacement. In the group 11, 19, 25, 15 and 21 (group B), good values of forward 

motion and medium-low values in displacement and availability of energy were 

observed. For the group formed for ram 6, 9, 7 and 16 (group D) it could be verified 

low values in available energy, medium to forward progressively and displacement. 

The group of animals 14, 20 and 26 (group E) presented low values of energy and 

displacement, with weak direction for ram 14 and those ones with medium values 

for forward displacement. The group 3, 22, 5, 10 and 12 (group F) presented high 

values of progressive and displacement however low values for energy. The group 

of animals 17, 24, 18 and 23 (group I) offered high values for forward movement, 

medium-low to displacement and weak to available energy. The computer-assisted 

motility assessments (CASA) for the ram frozen semen supplies information 

necessary to understand the sperm subpopulations kinematics, making possible 

evaluation of hundreds cells during a routine procedure and widen the knowledge 

of the criopreservation of the ram semen. 

 

Key Words: sperm subpopulation; criopreservation of ram semen; computer-

assisted semen motility analysis (CASA); mitochondrial activity; fluorescents 

probes. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Sistemas modernos de produção de ovinos estão associados a vários 

níveis de intensificação, incluindo do manejo reprodutivo. Um passo crucial para o 

incremento do desempenho reprodutivo está na redução entre o tempo das 

parições. Para atingir este objetivo, as biotecnologias de criopreservação do 

sêmen e inseminação artificial associadas às de sincronização e indução do estro 

tornaram-se práticas populares (MAXWELL e WATSON, 1996; KARAGIANNIDIS 

et al., 2001). 

A criopreservação do sêmen há muito tem sido vista como uma forma de 

beneficiar a reprodução dos animais de importância agropecuária, além de ser 

reconhecida como uma ferramenta para a preservação de espécies em perigo de 

extinção e de auxiliar em programas de infertilidade humana (WATSON, 2000). 

Para a maximização do desempenho dos machos, as biotécnicas 

envolvendo a criopreservação do sêmen ovino vêm ganhando destaque por 

propiciarem, além de um banco genético de fácil acesso, a total utilização de 

machos que apresentem boas características de produção. Entretanto, o processo 

de criopreservação acarreta uma série de alterações, resultando em uma 

marcante redução da fertilidade (VALCÁRCEL et al., 1997). 

Até recentemente, a análise do sêmen, na maioria dos mamíferos, foi 

baseada em técnicas clássicas de microscopia, sendo determinados os principais 

parâmetros da amostra, tais como, concentração, motilidade e morfologia 

(RIJSSELAERE et al., 2003). 
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A motilidade espermática tem sido reconhecida por muito tempo como a 

característica mais importante na avaliação da fertilidade do sêmen, pois ela é 

responsável pelo transporte do espermatozóide ao longo do genital feminino, 

possibilitando assim a fertilização (VERSTEGEN et al., 2002). 

Nos últimos anos, houve uma evolução nas formas de visualização e 

avaliação do movimento espermático. Os sistemas computadorizados de análise 

(CASA), que representam a terceira geração de aparelhos com essa finalidade, 

propiciaram um salto na maneira de compreender a célula espermática, 

possibilitando o acompanhamento de uma grande variedade de parâmetros 

associados a cinética espermática (AMAMM e KATZ, 2004). 

Este tipo de análise não determina somente a porcentagem da motilidade, 

mas também quantifica características específicas do movimento espermático, 

(GARNER, 1997; MALMGREN, 1997), podendo ainda identificar a presença e a 

cinética das sub-populações de espermatozóides (MORTIMER, 1997; ABAIGAR, 

et al., 1999; ABAIGAR, et al., 2001; VERSTEGEN et al., 2002; QUINTERO-

MORENO et al., 2003; AMAMM e KATZ, 2004; QUINTERO-MORENO et al., 

2004). Contudo ainda há uma subutilização desses sistemas, considerando-se a 

forma de explorar as informações fornecidas pelo sistema CASA (QUINTERO-

MORENO et al., 2003). 

A motilidade espermática é uma importante variável função espermática, 

diretamente dependente da atividade mitocondrial. Alguns laboratórios 

empregaram uma combinação de sondas fluorescentes especificas para 

mitocôndrias associadas com a fluorometria fornecendo uma estimativa inicial da 

qualidade do sêmen. Isto permite uma análise rápida e precisa de milhares de 
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espermatozóides em cada amostra sendo esta informação correlacionada com a 

motilidade (MESEGUER et al., 2004b). 

Em um empenho de melhorar a precisão e a segurança na análise de 

sêmen, novas sondas fluorescentes estão continuamente sendo testadas 

(GARNER et al., 1997). 

Frente a isso, teve-se como objetivo otimizar o emprego do sistema de 

análise computadorizada do movimento espermático através do conhecimento da 

cinética e identificação das sub-populações de espermatozóides em combinação a 

sondas fluorescentes como parâmetro qualitativo do sêmen congelado de ovinos. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Inseminação Artificial 

 

Nas ovelhas, os primeiros ensaios sobre a inseminação artificial (IA) foram 

realizados no início do século XX por Ivanov que analisou meios diluentes e a 

reprodução assistida visando desenvolver um método prático de inseminação nas 

fazendas. Depois da Primeira Guerra Mundial, com estudos mais intensivos 

dirigidos por Milovanov, a IA com sêmen in natura e refrigerado passou a ser 

usada em larga escala nos programas reprodutivos dos ovinos (SALAMON e 

MAXWELL, 2000). 

Paralelamente à IA com sêmen in natura, houve o desenvolvimento de 

biotécnicas relacionadas à preservação do material seminal por meio da 

refrigeração ou da congelação (MAXWELL e WATSON, 1996). Para Ollero et al., 

(1998), Watson (2000) e Naqvi et al., (2001), a preservação do germoplasma pode 

ser a maior contribuição na manutenção da biodiversidade, permitindo o amplo 

uso de carneiros superiores para a IA, a conservação ex situ de reprodutores elite 

ou em risco de extinção ou ainda viabilizando questões como a distância entre o 

local da colheita e o da inseminação, a possibilidade de abranger um grande 

número de fêmeas em um curto espaço de tempo e um melhor controle da 

transmissão de doenças. 

Maxwell e Watson (1996), Ghalsasi e Nimbkar (1996), Naqvi et al., (1998) e 

Yoshida (2000) relataram uma limitação na inseminação artificial em ovinos com 

sêmen congelado devido à baixa fertilidade com o uso da técnica intracervical. 
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Bunch e Ellsworth (1981) e Naqvi et al., (2001) atribuíram este fato à 

complexidade da anatomia cervical da ovelha devido às pregas cartilaginosas 

serem dispostas em diferentes planos e posições, dificultando a inseminação. Mas 

com o advento da IA com o emprego da laparoscopia, que possibilitou um 

incremento dos índices de fertilidade, tem se observado um aumento do número 

de animais inseminados (PERKINS et al., 1996). 

Para Watson (2000), a inseminação artificial intra-uterina em ovinos teve 

sucesso devido a fornecer um número ideal de células viáveis, suficientes para 

que a fertilização ocorra, pois quando se reduz o número ou a qualidade dos 

espermatozóides na inseminação, a fertilidade tem uma redução exponencial. 

 

2.2. Congelação 

Nos últimos anos várias pesquisas foram desenvolvidas visando a melhoria 

na congelação do sêmen ovino. Soluções tampão, crioprotetores, açúcares entre 

outros foram testados. Contudo, apesar do incremento na qualidade do sêmen 

congelado, ainda não houve progressos significativos na fertilidade do sêmen 

ovino congelado após a inseminação artificial cervical (MAXWELL e WATSON, 

1996). 

 

2.2.1. Efeitos da criopreservação sobre o sêmen 

Segundo Watson (2000), aproximadamente 40 a 50% da população total de 

células espermáticas não sobrevive à criopreservação mesmo em condições 

ideais de congelação. 
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O processo de criopreservação pode causar mudanças na morfologia 

espermática, incluindo danos às mitocôndrias, ao acrossomo e à cauda dos 

espermatozóides. A proporção de células totalmente funcionais que mantêm 

intactas suas membranas, cauda e atividade mitocondrial após a congelação é 

baixa. A motilidade espermática é particularmente afetada nesse processo. 

Enquanto é globalmente aceito que a motilidade espermática reduz após a 

criopreservação, o mecanismo que pelo qual isso ocorre ainda é desconhecido 

(MAXWELL e WATSON, 1996, CONNELL et al., 2002). Maxwell e Watson (1996) 

têm como hipótese que a criopreservação seleciona apenas algumas células 

viáveis, restando uma pequena parcela da população total, porém fértil. 

Watson (1995) propôs duas hipóteses para explicar a redução da fertilidade 

do sêmen congelado. A primeira seria que o processo de congelação seleciona os 

espermatozóides com membranas estáveis e intactas, havendo então uma 

população uniforme de células móveis, contudo inférteis. A segunda refere-se às 

modificações que ocorrem nas membranas durante a congelação. 

Segundo Celeghini (2005), as lesões ocorridas nas membranas plasmática, 

acrossomal e mitocondrial dos espermatozóides, ocasionadas pelo processo de 

criopreservação, deviam-se às alterações na temperatura e na osmolaridade do 

meio as quais provocam mudanças morfológicas na organização e composição 

dos lipídeos das membranas dos espermatozóides. A membrana plasmática 

exerce um papel fundamental na sobrevivência do espermatozóide no trato 

reprodutivo feminino e na manutenção de sua capacidade fertilizante, visto que, 

garante a homeostase celular, sendo essencial para manter a viabilidade. O 

acrossomo é indispensável para a fertilização. As mitocôndrias, localizadas na 
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peça intermediária do espermatozóide, são responsáveis pela produção de ATP 

(adenosina trifosfato), que serve como fonte de energia para o batimento flagelar. 

Dessa forma, as modificações ocorridas nas membranas, durante a 

criopreservação causam, como conseqüência, prejuízos na motilidade 

espermática, diminuição da capacidade fertilizante devido a danos ultra-estruturais 

e bioquímicos, da produção de energia ou até a morte celular (MAXWELL e 

WATSON, 1996; CELEGHINI, 2005). 

Espermatozóides submetidos à congelação também apresentam grandes 

cristais de gelo nas mitocôndrias e, após a descongelação, há perda de conteúdo 

estrutural. Portanto, como a fosforilação oxidativa e o transporte de prótons são 

realizadas na membrana, é provável que a produção de ATP seja prejudicada 

nesse processo (WATSON, 2000, CELEGHINI, 2005). 

A motilidade é uma característica que apresenta uma redução óbvia após a 

criopreservação, sendo que apenas uma minoria de células apresenta um 

movimento progressivo vigoroso. Essas características foram avaliadas em 

programas de fertilização in vitro em humanos, verificando-se a grande 

importância dessas condições (WATSON, 2000). 

Considerando-se a avaliação pelo sistema CASA do sêmen congelado 

humano, Connell et al., (2002) verificaram uma redução significativa nos 

parâmetros da cinética espermática, com exceção da amplitude lateral de cabeça 

(ALH). 
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2.3. Análise do sêmen 

Segundo López et al., (1999), a avaliação in vitro da qualidade do sêmen 

pode ser usada para verificação do potencial fertilizante do sêmen ou do 

reprodutor, servindo não apenas para pesquisa da fisiologia espermática e de sua 

preservação, mas também para programas de inseminação artificial. 

O desenvolvimento de ensaios laboratoriais para predizer com acurácia a 

capacidade fertilizante do sêmen há muitos anos instiga os pesquisadores 

(CELEGHINI, 2005). 

Estudos têm demonstrado a existência de sub-populações espermáticas 

funcionalmente diferentes no ejaculado de mamíferos como hamsters, sagüis, 

garanhões, gazelas, cachaços, humanos, veados ou cães. Essas sub-populações 

foram definidas por parâmetros isolados tais como características seminais, 

comportamento frente ao citômetro de fluxo, testes osmóticos, resistência 

acrossomal, padrão de distribuição específica de glicoconjugados na membrana 

ou cinética espermática. Esses estudos, principalmente em suínos, levaram 

pesquisadores a correlacionar as alterações dessas sub-populações com a 

capacidade fertilizante do ejaculado. Desta forma, houve a abertura para uma 

nova maneira de analisar a qualidade do sêmen (VERSTEGEN et al., 2002; 

PÉREZ-LLANO et al., 2003; QUINTERO-MORENO, et al., 2003; BUFFONE et al., 

2004; MARTINEZ-PASTOR et al., 2005; NUÑEZ-MARTÍNEZ et al., 2006). 

Critérios mais sensíveis de aferição da motilidade e/ou lesão da membrana 

plasmática têm sido propostos como avaliações finais complementares nas 

monitorações dos sistemas de conservação espermática. O desenvolvimento de 
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tecnologias computadorizadas e as variedades de fluorocromos forneceram novas 

ferramentas de acesso a funcionalidade dos espermatozóides (YOSHIDA, 2000). 

Para garantir a fertilidade, o sêmen deve apresentar características 

mínimas de concentração, motilidade e características morfológicas dos 

espermatozóides, as quais são parâmetros clássicos na avaliação de amostras de 

sêmen (WATSON, 2000). 

No entanto, nenhum teste laboratorial isoladamente pode estimar o 

potencial de fertilidade do sêmen, uma vez que, para ser capaz de fertilizar o 

oócito e permitir o desenvolvimento embrionário, os espermatozóides precisam 

apresentar diversos atributos (CELEGHINI, 2005). 

 

2.3.1. Análise convencional do sêmen 

Um método clássico de acessar a viabilidade dos espermatozóides é 

determinando a porcentagem de células com motilidade progressiva usando a 

microscopia óptica. Este método, que é uma forma indireta de avaliar a atividade 

metabólica, mostra grande subjetividade e variabilidade nos resultados (TULI et 

al., 1992; MOSES et al., 1994; GARNER, et al., 1997; MALMGREN, 1997) 

possibilitando resultados equivocados ou mesmo conclusões conflitantes 

(RIJSSELAERE et al., 2003). 

A grande variabilidade nos resultados da avaliação da motilidade 

espermática, que podem ser de 30 a 60%, são reflexos das limitações inerentes 

aos métodos visuais de quantificação da porcentagem de espermatozóides 

móveis usados rotineiramente pela maioria dos laboratórios que processam 



Revisão de Literatura 
___________________________________________________________ 

34

sêmen (TULI et al., 1992; MOSES et al., 1994; GARNER et al., 1997; 

MALMGREN, 1997; VERSTEGEN et al., 2002). 

No acesso visual há uma tendência em se subestimar a porcentagem de 

espermatozóides móveis, especialmente em amostras com alta concentração 

espermática. Trata-se mais de uma estimativa comparativa do que uma 

mensuração absoluta (MIES FILHO, 1987; GARNER, 1997). 

A motilidade espermática é uma avaliação importante da função 

espermática, diretamente dependente da atividade mitocondrial e o método 

clássico de avaliá-la no espermatozóide é pela determinação da porcentagem de 

células com motilidade progressiva no microscópio óptico (MESEGUER et al., 

2004b). 

Para Maxwell e Watson (1996) e Oehninger et al., (2000), a viabilidade dos 

espermatozóides analisada através da motilidade foi maior do que sua real 

capacidade de fertilização, em decorrência das alterações nas membranas 

celulares durante a criopreservação. 

Conforme citado por Papaioannou et al., (1997), a avaliação da motilidade 

isoladamente é inadequada para predizer a capacidade fertilizante do sêmen. 

As análises padrão do sêmen humano e de outros mamíferos também 

incluem a concentração espermática e a morfologia como indicadores 

fundamentais da fertilidade do macho (VERSTEGEN et al., 2002, RIJSSELAERE 

et al., 2003; MARCHETTI et al., 2004). 

A motilidade e o vigor são aspectos importantes a serem considerados na 

análise da qualidade do sêmen (FONSECA, et al., 1992), e, segundo Varner et al., 

(1991) e Malmgren (1997), a motilidade é um dos melhores critérios para predizer 
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a fertilidade do macho. Para Holt (2000), a avaliação da motilidade espermática 

após a descongelação é amplamente utilizada, apesar de ser uma maneira 

simplista de análise da sobrevivência espermática. 

Segundo Quintero-Moreno et al., (2003), esta análise clássica tende a 

negligenciar a existência de sub-populações espermáticas, podendo assim 

interferir severamente na avaliação correta da qualidade do sêmen. Para Abaigar 

et al., (1999), diferentes sub-populações de espermatozóides coexistem no 

ejaculado dos mamíferos e, segundo Buffone et al., (2004), estas sub-populações 

heterogêneas possuem diferentes níveis de maturidade, variando em 

funcionalidade e qualidade, assim como, na habilidade em realizar a fertilização. 

De forma geral, o padrão atualmente empregado na avaliação do sêmen 

congelado de ovinos tem sua origem portaria SDR-26; 05/09/96 do Ministério da 

Agricultura e do Abastecimento em parceria com o Colégio Brasileiro de 

Reprodução Animal na qual o será considerado fora do padrão as amostras que 

apresentarem após a descongelação a 35-37º C, por um tempo mínimo de 30 

segundos ou conforme recomendações do estabelecimento produtor, os seguintes 

parâmetros (HENRY e NEVES, 1996): 

• volume da dose inferior a 0,15 mL; 

• motilidade progressiva convencional inferior a 30% (0-100%); 

• vigor inferior a 3 (0-5); 

• anormalidades espermáticas totais superior a 20% (0-100%) e 

defeitos maiores superiores a 10% e; 
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• número de espermatozóides com motilidade progressiva inferior a 40 

x 106 por dose. 

 

2.3.2. Análise computadorizada do movimento espermático - CASA1 

Nas últimas décadas, diversos sistemas de análise computadorizada do 

movimento espermático (CASA) têm sido propostos e aplicados na tentativa de 

minimizar os efeitos da avaliação convencional do sêmen, além de incrementar o 

estudo da andrologia humana e das espécies animais (MALMGREN, 1997; 

TARDIF et al., 1997; VERSTEGEN et al., 2002; AMANN e KATZ, 2004). 

Segundo Amann e Katz (2004), CASA refere-se a um sistema automatizado 

(hardware e software) para visualizar e digitalizar imagens sucessivas dos 

espermatozóides, processando, analisando e fornecendo informações acuradas, 

precisas e significativas da cinética individual das células, e também valores 

estatísticos médios sumarizados da população global. 

Resumidamente, os espermatozóides móveis observados são 

posteriormente identificados em imagens sucessivas, que permitem estabelecer 

suas trajetórias. Finalmente as trajetórias obtidas são matematicamente 

processadas permitindo a definição dessas trajetórias de forma numérica. Os 

resultados desses processamentos são refletidos em uma série de parâmetros 

que definem precisamente o exato movimento de cada espermatozóide 

(QUINTERO-MORENO et al., 2003). 

                                                 
1 CASA – Computer Assisted Semen Analyses 
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Os equipamentos utilizados no sistema CASA variam largamente entre as 

máquinas, nas ópticas e software usados na identificação espermática e 

reconstrução de sua trajetória (VERSTEGEN et al., 2002). 

Os sistemas CASA da empresa Hamilton Thorne Bioscience utilizam-se de 

uma iluminação estroboscópica de 662 ηm para obter imagens precisas dos 

espermatozóides móveis. Essa iluminação atinge a amostra a ser avaliada com 

uma série de flashes de 1 a 3 milisegundos em uma freqüência de 60 Hz. 

Efetivamente congelando a imagem do espermatozóide durante a captura da 

imagem, a iluminação estroboscópica assegura imagens exatas das células em 

movimento, removendo erros devido a imagens desfocadas2. 

Apesar do seu alto custo, o sistema CASA oferece automatismo, rapidez, 

objetividade e repetibilidade nas avaliações, possibilitando detalhar melhor a 

qualidade do sêmen analisado e assim fornecendo informações adicionais sobre 

as características de movimentação dos espermatozóides, as quais apresentam 

limitação a observação convencional (MATHUR et al., 1986; JASKO et al., 1988; 

AMANN, 1989; VANTMAN et al., 1989; ANZAR et al., 1991; MOSES et al., 1994; 

MALMGREN, 1997; FERREIRA, 2000; YOSHIDA, 2000; QUINTERO-MORENO et 

al., 2003; AMANN e KATZ, 2004). 

Este tipo de análise não determina somente a porcentagem da motilidade, 

mas também quantifica características específicas do movimento espermático, 

(GARNER, 1997; MALMGREN, 1997), podendo ainda determinar a presença e a 

cinética das sub-populações de espermatozóides, como a avaliação da 

                                                 
2 Technical Guide, Hamilton Thorne Biosciences, chapter 3: Theory of Operation, 2005. 
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integridade das células por meio de sondas fluorescentes (MORTIMER, 1997; 

ABAIGAR, et al., 1999; VERSTEGEN et al., 2002; QUINTERO-MORENO et al., 

2003). Segundo relatado por Silva e Gadella (2006), a análise computadorizada do 

movimento espermático ainda pode ser uma alternativa para detecção da 

produção de ATP pelos espermatozóides. 

Desta forma, Moses et al., (1994) relataram que o conjunto destes 

parâmetros fornece detalhes que possibilitariam melhor avaliação da qualidade do 

sêmen, ou ainda, conforme AMANN e KATZ (2004), predizer o potencial de 

fertilidade do macho ou selecionar o melhor procedimento na manipulação do 

sêmen. 

Outra possibilidade relatada por Farrell et al., (1995), foi que a repetibilidade 

existente entre as análises e equipamentos permitia a comparação dos resultados 

apresentados por diferentes laboratórios. 

Segundo Sánchez-Partida et al., (1999), os parâmetros analisados pelo 

sistema CASA têm sido correlacionados com taxas de fertilidade in vitro dos 

espermatozóides humanos e com as taxas de não retorno ao estro em vacas 

inseminadas com sêmen bovino criopreservado, ou com os índices de fertilidade 

in vivo com sêmen refrigerado de suínos. 

A validação destas informações dependerá de uma preparação cuidadosa 

da amostra e um ajuste adequado do equipamento (Setup) visando identificar 

corretamente as células móveis, imóveis e outras partículas, geralmente estáticas, 

que não os espermatozóides, obtendo-se resultados seguros e comparáveis na 

análise (MOSES et al., 1994, HOLT e PALOMO, 1996; TARDIF et al., 1997; 
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VERSTEGEN et al., 2002). Para Rijsselaere et al., (2003), este poderia ser um dos 

maiores problemas do sistema CASA. 

Esta padronização do setup também é um requisito para que possam existir 

comparações de dados entre os centros de pesquisa e laboratórios, servindo de 

base para o intercâmbio tecnológico (RIJSSELAERE et al., 2003). 

De modo geral, os parâmetros3 “clássicos” da cinética espermática 

avaliados pelo sistema CASA são (MORTIMER, 1997; VERSTEGEN et al., 2002; 

MORTIMER e MAXWELL, 2004): 

 Motilidade total – MT - %. É a razão das células móveis na 

concentração espermática total. 

 Motilidade progressiva – MP - %. É a razão das células móveis com 

movimento progressivo na concentração espermática total. 

 Velocidade curvilínea sobre um trajeto uniforme desprezando-se o 

deslocamento lateral da célula espermática ou velocidade de trajeto 

– VAP - µm/s. É a indicação do comprimento da trajetória geral do 

espermatozóide e é calculado encontrando-se o comprimento do 

caminho médio corrigido pelo tempo. Esse algoritmo é usado para 

reduzir os efeitos da amplitude de deslocamento lateral de cabeça 

(ALH), obtendo-se uma trajetória mais representativa da posição 

espermática ao longo do movimento. 

 Velocidade retilínea considerando-se a trajetória espermática como 

uma reta ou velocidade progressiva – VSL - µm/s. É a distância 

                                                 
3 Technical Guide, Hamilton Thorne Biosciences, chapter 1: Output Data Definitions, 2005. 
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considerando-se uma linha reta entre o ponto inicial e o final da 

trajetória dividida pelo tempo decorrido. 

 Velocidade de deslocamento real dos espermatozóides ou 

velocidade curvilinear – VCL - µm/s. É a distância total entre cada 

posição do centro da célula durante a captura da imagem, dividida 

pelo tempo decorrido ou a distância percorrida pelo espermatozóide 

ao longo de seu caminho curvilinear, sendo calculada através da 

somatória das distâncias ao longo da trajetória e então corrigida pelo 

tempo. 

 Amplitude do deslocamento lateral da cabeça – ALH - µm. 

Corresponde à largura média da oscilação da cabeça do 

espermatozóide durante seu deslocamento. É utilizada como uma 

aproximação do batimento flagelar, não sendo uma amplitude 

verdadeira por não medir a distância perpendicular entre o pico de 

uma onda e o ponto de inflexão da curva, mas informando a 

distância entre o “pico” e “depressão” da trajetória. 

 Freqüência de batimento – BCF – Hz. Determinada pela medida da 

freqüência com que a linha da cabeça espermática atravessa a 

trajetória celular em qualquer direção. Ela foi desenvolvida visando 

fornecer indicações da freqüência do batimento flagelar baseada nos 

fatos de que cada ponto é resultado da mudança no batimento, e 

que em cada momento que o caminho curvilíneo cruza o caminho 
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médio é o resultado de um novo batimento flagelar, assumindo que o 

espermatozóide gira a cada início de batimento. 

 Retilinearidade – STR %. É a medida do afastamento da trajetória da 

célula espermática considerando-se uma linha reta. É a indicação da 

relação entre o espaço ganho e a trajetória geral do espermatozóide, 

calculado pela relação entre (VSL/VAP) x 100 (uma comparação da 

linha reta com a média dos caminhos). Uma trajetória com pontos 

espaçados de forma uniforme e com baixa amplitude teria um alto 

valor de STR, uma vez que o caminho médio seria próximo do 

caminho em linha reta. Uma trilha circular teria um baixo STR, pois o 

caminho médio é a média do caminho curvilíneo, desta forma o STR 

seria maior do que o LIN, mas ainda permaneceria baixo. 

 Linearidade – LIN - %. É a medida do afastamento da célula 

espermática considerando-se a trajetória em uma linha reta. É a 

expressão da relação entre a projeção bi-dimensional do caminho tri-

dimensional adotado pelo espermatozóide (exemplo: caminho 

curvilíneo) e seu ganho de espaço. É a razão entre (VSL/VCL) x 

100. (comparação da linha reta e os caminhos curvilíneos). Uma 

trajetória circular teria uma baixa linearidade, pois o caminho 

curvilíneo (exemplo: circunferência do círculo) seria muito maior do 

que o espaço ganho (exemplo: a distância entre os primeiros e 

últimos pontos da trajetória). Uma alta linearidade na trajetória é 

aquela que ocorre quando um caminho curvilíneo tem uma amplitude 
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relativamente baixa do deslocamento lateral da cabeça (ALH) e a 

direção geral do movimento é a mesma do caminho em linha reta. 

 Wobble – WOB - %. É a expressão utilizada para a relação entre os 

caminhos médios e curvilinear, calculada por (VAP/VCL) x 100. O 

WOB seria baixo para um deslocamento com uma trajetória ampla 

(alto ALH), mas alto para um trajeto circular, visto que os caminhos 

médios e curvilinear seriam similares. 

Dois valores derivados da cinética estão sendo utilizados na determinação 

da hiper-ativação. São eles descritos como: Dance (= VCL x ALHmean) e 

Dancemean (DNCmean = VCL/VSL x ALHmean), sendo ALHmean a média de 

todos ou de alguns valores de ALH ao longo da trajetória (MORTIMER, 1997). 

A terminologia empregada nos parâmetros fornecidos pelo sistema CASA 

foi padronizada em 1988 após dois encontros de consenso realizados pela 

Sociedade Americana de Andrologia em Houston, Texas, e a Federação CECOS, 

em Montpellier, na França (MORTIMER, 1997). 

De acordo com os valores de corte (cut-off) de VAP baixo (LVV) e médio 

(MVV), a população espermática ainda pode ser subdividida em quatro categorias, 

sendo células com movimento rápido (VAP > MVV), médio (LVV < VAP <MVV), 

lento (VAP < LVV) e paradas (VERSTEGEN et al., 2002). 

 

2.3.3. Avaliação das Membranas Espermáticas 

Segundo Silva e Gadella (2006), para que ocorra a concepção, o 

espermatozóide deve possuir, de forma geral, seus componentes de membrana, 

organelas e genoma haplóide intactos. 
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Muitos testes para avaliar a função espermática foram desenvolvidos nos 

últimos anos, o que permite analisar simultaneamente diferentes aspectos da 

função espermática. A maioria deles inclui aspectos funcionais como a integridade 

das membranas plasmática, acrossomal e mitocondrial, e a reação acrossomal 

frente a determinado estímulo externo e motilidade (HOLT, 2000). 

Os espermatozóides são constituídos por vários compartimentos inclusos 

dentro das membranas plasmáticas e mitocondrial. Essas membranas devem 

permanecer intactas e funcionais para permitir a competência celular, sendo 

essenciais à proteção, funcionamento celular e fundamentais ao processo de 

fertilização sendo um importante parâmetro de avaliação (MALMGREN, 1997; 

NEILD et al., 1999; PAGANINI FILHO, 1999; CONNELL et al., 2002). 

A susceptibilidade das membranas plasmática e mitocondrial aos danos 

decorrentes da criopreservação pode ser diferente em função da acessibilidade do 

crioprotetor. A extensão da lesão causada à membrana plasmática foi próxima das 

células que tiveram redução da função mitocondrial. Isto sugere que a redução da 

motilidade pode ser explicada por uma deterioração da atividade mitocondrial 

(CONNELL et al., 2002). 

 

2.3.3.1. Sondas fluorescentes 

O emprego de sondas fluorescentes foi estudado para a avaliação da 

integridade do espermatozóide. Apesar do alto custo, elas podem fornecer 

informações do estado funcional dos espermatozóides. Uma variedade de sondas 

tem sido utilizada na avaliação dos diferentes componentes celulares 

(MALMGREN, 1997; NEILD et al., 1999; HOLT, 2000). 
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A fluorescência é um indicador sensível e específico do estado de certas 

moléculas tais como oxidadas, reduzidas; ionizadas, não ionizadas; livres ou 

ligadas, podendo ser aplicada como um meio de medir mudanças metabólicas 

dentro de células vivas (CELEGHINI, 2005). 

Segundo Holt (2000) alguns mecanismos que envolvem as técnicas 

fluorescentes e, conseqüentemente sua validade, algumas vezes são 

questionados. Em um empenho de melhorar a precisão e a segurança na análise 

de sêmen, novas sondas fluorescentes estão continuamente sendo testadas 

(GARNER et al., 1997). 

 

2.3.3.2. Membrana plasmática 

A integridade da membrana plasmática é essencial para a manutenção da 

viabilidade espermática (PAPAIOANNOU et al., 1997), pois a membrana 

plasmática é responsável pelo mecanismo de manutenção de gradiente de 

equilíbrio osmótico, atuando como uma barreira seletiva entre os meios intra e 

extracelular. Proteínas específicas da membrana plasmática facilitam o transporte 

de glicose e frutose do meio extracelular para dentro do espermatozóide, sendo 

este uma indispensável fonte de substrato energético, pois no espermatozóide 

maduro, 90% do ATP é produzido por glicolise (SILVA e GADELLA, 2006). 

Danos nesta estrutura podem levar a perda da homeostase com posterior 

morte celular. Assim, a integridade da membrana plasmática exerce papel 

fundamental para a sobrevivência do espermatozóide no trato genital da fêmea e 

para a manutenção de sua capacidade fertilizante (CELEGHINI, 2005). Para 

Magistrini et al., (1997), a integridade da membrana plasmática pode ser 
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considerada como um indicador indireto da viabilidade espermática e, segundo 

Silva e Gadella (2006), in vivo, um espermatozóide com a membrana plasmática 

afuncional torna-se incapaz de realizar a fertilização. 

A integridade da membrana plasmática é usualmente verificada após a 

coloração com sondas impermeáveis à membrana. As células que são capazes de 

excluir essas sondas podem ser consideradas vivas. Uma combinação de sondas 

fluorescentes impermeáveis com afinidade pelo DNA é atualmente usada com 

essa finalidade (SILVA e GADELLA, 2006). 

Várias sondas com esse princípio têm sido testadas nos espermatozóides, 

diferindo quanto às propriedades de excitação e emissão: Hoechst 33258; YoPro-

1; iodeto de propídeo ou etidio homodimero-1; ToPro-3 e TOTO (MAGISTRINI et 

al., 1997; SILVA e GADELLA, 2006). 

Uma forma alternativa ou simultânea de estudar a integridade da 

membrana é o uso de sondas de membrana acetiladas. Devido à sua porção 

acetilada, essas sondas de membrana são anfipáticas e podem passar pela 

membrana íntegra e entrarem nos espermatozóides vivos. A sonda quando entra 

é rapidamente deacetilada por esterases intracelulares, deixando a sonda 

impermeável. Derivados do diacetato e carboximetil fluoresceína têm sido usados 

para corar espermatozóides viáveis. Recentemente, uma nova sonda acetilada, o 

SYBR-14, foi introduzida na espermatologia. Uma vez que o SYBR-14 entra na 

célula viável, a sua deacetilação resulta na ligação da sonda com o DNA, 

revelando propriedades fluorecentes (SILVA e GADELLA, 2006). 
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2.3.3.2.1. Iodeto de propídeo 

A sonda iodeto de propídeo (IP) é um corante fluorescente que possui 

afinidade pelo DNA e cora em vermelho o núcleo de células com membrana 

plasmática lesada (PAPAIOANNOU et al., 1997, CELEGHINI, 2005). 

Foi demonstrado por microscopia eletrônica que o IP é altamente seletivo 

por corar somente as estruturas que contenham ácidos nucléicos de dupla hélice. 

A membrana plasmática dos espermatozóides viáveis é impermeável ao IP, sendo 

por isso não corados os seus núcleos (PAPAIOANNOU et al., 1997). 

Por ser um corante fluorescente muito estável, o IP vem sendo utilizado em 

uma grande quantidade de trabalhos para avaliação dos espermatozóides, 

apresentando êxito nos resultados tanto com o sistema de citometria de fluxo 

quanto em microscopia de epifluorescência (CELEGHINI, 2005). 

 

2.3.3.3. Membrana acrossomal 

O acrossomo é uma grande organela secretória ácida, derivada do retículo 

endoplasmático/complexo de Golgi. Ele é preenchido com enzimas hidrolíticas, 

organizadas em uma matriz enzimática, e a maioria das enzimas são glicosiladas. 

A ligação inicial do espermatozóide com a zona pelúcida tem como objetivo a 

reação acrossomal, resultando na liberação e ativação das enzimas acrossomais 

(SILVA e GADELLA, 2006). 

A reação acrossomal associada com à hiper-ativação ajudará na 

penetração do espermatozóide na zona pelúcida e sua fusão com a membrana 

plasmática do oócito. Portanto, a integridade do acrossomo, bem como a 
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manutenção de suas enzimas, são cruciais para que ocorra a fertilização 

(CELEGHINI, 2005, SILVA e GADELLA, 2006). 

Reações acrossomais prematuras levam a espermatozóides inférteis e, por 

isso, a avaliação da integridade acrossomal antes dos processos de reprodução 

assistida vem sendo cada vez mais empregada (SILVA e GADELLA, 2006). 

 

2.3.3.3.1. Aglutininas/lectinas conjugadas a fluoresceínas 

A condição acrossomal (status acrossomal) pode ser verificada por 

diferentes técnicas, entre elas as lectinas conjugadas a fluoresceína. As lectinas 

conjugadas ligam-se a porções específicas de carboidratos das glicoproteínas que 

estão exclusivamente localizadas no acrossomo (VALCÁRCEL et al., 1997, SILVA 

e GADELLA, 2006). 

A natureza ácida do acrossomo intacto sugere o uso de sondas acidofílicas 

como marcador da integridade acrossomal. Ainda, o caráter glicoprotéico dos 

componentes acrossomais fornece um outro meio de mensurar a integridade 

acrossomal, por preenchimento fluorescente da matriz acrossomal de 

espermatozóides com o acrossomo lesado com lectinas marcadas (CELEGHINI, 

2005). 

Dependendo da espécie de mamífero, as lectinas conjugadas mais usadas 

são a aglutinina de Pisum sativum (PSA), aglutinina de Ricinus communis (RCA), 

aglutinina de Arachis hypogea (PNA), Triticum vulgaris (WGA), sendo a 

Conconavalia ensiformis (ConA) a mais usada em espermatozóides humanos 

(VARCÁRCEL et al., 1997, SILVA e GADELLA, 2006). 
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Por estudos ultra-estruturais pode-se avaliar a localização nos 

espermatozóides das lectinas conjugadas. Nos espermatozóides de suínos, 

eqüinos e caninos, o PNA teve ligação específica pela membrana acrossomal 

externa, enquanto que o PSA, pelas glicoproteínas da matriz acrossomal. Tanto a 

conA como o PSA podem também se ligar a porções da membrana plasmática do 

espermatozóide (CELEGHINI, 2005, SILVA e GADELLA, 2006). 

Para a visualização do acrossomo espermático em microscopia de 

epifluorescência, estas aglutininas devem ser conjugadas a fluoresceínas, tais 

como o isotiocionato de fluoresceína (FITC) (CELEGHINI, 2005). 

Segundo Silva e Gadella, (2006), a característica ácida do acrossomo, 

similar a do lisossomo, permite que sondas inicialmente como o Lysotracker Green 

TM, usada para avaliar o lisossomo, possam ser utilizadas para sua avaliação. 

Uma variedade de outros Lysotrackers está atualmente disponível para essa 

avaliação. Outra possibilidade de avaliação da integridade do acrossomo inclui o 

uso de anticorpos contra proteínas específicas intra-acrossomais, entre elas a 

proteína da membrana acrossomal interna CD 46. 

 

2.3.3.3.1.1. Aglutinina de Pisum sativum (PSA) 

Segundo Magistrini et al., (1997), uma das aglutininas conjugadas a 

fluoresceínas mais empregada é a Pisum sativum (PSA). 

A aglutinina de PSA, oriunda de ervilha, liga-se os glicoconjugados da 

matriz acrossomal, tendo afinidade para as terminações α-D-glicosil e resíduos α-

D-manosil de glicoproteínas, ligando-se especificamente ao açúcar α-manosidase 
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encontrado no conteúdo acrossomal. Esta aglutinina, quando conjugada à FITC, 

marca com sucesso o acrossomo espermático em verde amarelado, facilitando a 

visualização e identificação dos acrossomos lesados, podendo ser aplicado aos 

espermatozóides de várias espécies (CELEGHINI, 2005). 

Segundo Silva e Gadella (2006), a ausência da fluorescência é indicativo de 

células com o acrossomo intacto, e a fluorescência evidencia lesões ou reação 

acrossomal. 

 

2.3.3.4. Membrana mitocondrial 

Durante a espermatogênese, importantes mudanças estruturais e 

funcionais ocorrem na mitocôndria. Devido a elas, as organelas são então 

preparadas para fornecer a energia requerida pelo espermatozóide para a 

realização da fecundação (RUIZ-PESINI et al., 2000). 

As mitocôndrias espermáticas estão localizadas na peça intermediária 

enroladas sobre a parte principal do flagelo (SILVA e GADELLA, 2006). 

A principal função das mitocôndrias nas células vivas é realizar a 

fosforilação oxidativa e produzir ATP como origem de energia metabólica. A 

membrana mitocondrial interna é o local de produção de energia, sendo essencial 

para a suplementação de ATP para o batimento flagelar, possibilitando a 

propulsão dos espermatozóides (AUGER et al., 1989; CELEGHINI, 2005, SILVA e 

GADELLA, 2006). 

A síntese de ATP mitocondrial é dirigida pelo potencial de membrana 

mitocondrial interno que é gerado pela cadeia respiratória. A capacidade para 

monitorar mudanças no potencial de membrana em mitocôndrias dentro das 
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células pode ser crucial para a interpretação de mudanças na fisiologia celular em 

várias situações experimentais (CELEGHINI, 2005). 

Nas células espermáticas, as mitocôndrias estão dispostas de forma 

helicoidal na peça intermediária e o ATP produzido serve como suplemento 

energético para os batimentos flagelares, a hiper-ativação e a penetração do 

espermatozóide no oócito. Portanto, é indispensável que haja produção de ATP 

pelas mitocôndrias para haver motilidade espermática (PAPAIOANNOU et al., 

1997, CONNELL et al., 2002). 

As mitocôndrias são as principais células produtoras de energia oxidativa 

através da produção de ATP via cadeia de transporte de elétrons (CONNELL et 

al., 2002) ou via glicolise (SILVA e GADELLA, 2006). 

A análise da função mitocondrial pode oferecer uma maneira de acessar a 

motilidade espermática (RUIZ-PESINI et al., 2000; MARCHETTI et al., 2004). Isto 

pode ser obtido pela determinação do potencial mitocondrial da membrana interna 

(∆ψm) das células espermáticas. O ∆ψm é um sensível indicador da condição 

energética da mitocôndria e da célula e pode ser usado para acessar a atividade 

da cadeia respiratória, sistema de transporte de elétrons e a ativação da transição 

da permeabilidade mitocondrial. Em humanos, foi verificada uma correlação entre 

a função mitocondrial pobre detectada pela redução do ∆ψm e a diminuição da 

motilidade, com conseqüente redução da fertilidade (MARCHETTI et al., 2004). 

Para Meseguer et al., (2004a), a atividade mitocondrial não é um bom 

indicador para predizer a sobrevivência espermática após a criopreservação. É 

bem aceito que a atividade mitocondrial é diretamente relacionada com a 
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motilidade espermática, mas nenhuma correlação foi encontrada entre elas após o 

ciclo congelação/ descongelação. Silva e Gadella (2006), relataram que a 

importância da mitocôndria para a motilidade espermática deve ser reconsiderada. 

Muitos indicadores para o monitoramento do potencial de membrana de 

mitocôndrias têm sido discutidos havendo grande ênfase em favor das sondas 

fluorescentes associadas com a fluorometria, o que fornece uma estimativa inicial 

da qualidade do sêmen. Das sondas com sensitividade ao potencial de membrana 

mitocondrial as mais comuns são as rodaminas e as carbocianinas. O sucesso 

para o uso dessas sondas em células vivas é baseado no fato de não serem 

destrutivas nem causarem toxicidade. Também permitem uma análise rápida e 

precisa de milhares de espermatozóides em cada amostra, sendo altamente 

correlacionadas com a motilidade. Adicionalmente, esta avaliação da motilidade 

pode servir como estimativa da proporção de células viáveis (CONNELL et al., 

2002, MESEGUER et al., 2004b, CELEGHINI, 2005). 

Usando essas sondas, a função mitocondrial pode ser avaliada de duas 

formas. A porcentagem de espermatozóides que exibem a captação da sonda 

indica aqueles espermatozóides dentro da população com mitocôndria funcional. 

Na outra forma, pode-se refinar a mensuração da atividade dentro da mitocôndria, 

quantificando a intensidade da fluorescência individualmente nesses 

espermatozóides. A sensibilidade de cada sonda tem sido avaliada e os 

resultados se correlacionaram (CONNELL et al., 2002). 
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2.3.3.4.1. Rodamina 123 

A sonda mitocondrial específica mais amplamente utilizada foi a rodamina 

123 (R-123). Trata-se de um componente catiônico que se excita a 488 ηm e 

emite uma fluorescência verde a 515-575 ηm (GARNER et al., 1997). A R-123 é 

um fluorocromo capaz de corar mitocôndrias e promover imagens de alta 

fluorescência de mitocôndrias em células vivas (MAGISTRINI et al., 1997; 

CELEGHINI, 2005). 

A R-123 se acumula na mitocôndria e fluoresce em verde, identificando os 

espermatozóides que exibem um potencial de membrana mitocondrial (GARNER 

et al., 1997). Deste modo, a sonda R-123 pode ser utilizada para detectar 

mitocôndrias funcionais nas células espermáticas (CELEGHINI, 2005). 

Segundo Papaioannou et al., (1997), a sonda R-123 foi validada no 

citômetro de fluxo para determinar a atividade mitocondrial em espermatozóides 

humanos e bovinos. CONNELL et al., (2002) utilizaram um microscópio 

epifluorescente com filtro de excitação de 515-560 ηm em lâmpada de mercúrio de 

100 W e um filtro barreira de 590 ηm. 

Mudanças na atividade mitocondrial são concomitantes com alterações na 

intensidade de fluorescência da R-123. O acúmulo de R-123 é um processo de 

ligação energética, realizado apenas pela mitocôndria que retém a sonda R-123 

em sua membrana mitocondrial quando intacta e funcional, sendo essa energia 

derivada do transporte de elétrons durante a fosforilação oxidativa 

(PAPAIOANNOU et al., 1997, SILVA e GADELLA, 2006). 
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Segundo citado por Papaioannou et al., (1997), a R-123 é acumulada, 

primariamente, pela mitocôndria do flagelo dos espermatozóides e a intensidade 

da fluorescência da R-123 depende da quantidade total de mitocôndrias funcionais 

no flagelo. Há uma aparente relação entre a atividade mitocondrial e a motilidade 

espermática. A função mitocondrial no espermatozóide humano acessado pela R-

123 foi correlacionada com parâmetros de motilidade baseados na citometria de 

fluxo e na análise computadorizada do movimento espermático. O processo de 

coloração da R-123 não alterou o metabolismo celular, não sendo tóxica os 

espermatozóides bovinos congelados devido a não reduzir a taxa de consumo de 

oxigênio das células coradas quando comparadas com as não tratadas. 

 

2.3.3.4.2. Sondas Mitotracker 

Recentemente houve o desenvolvimento de novas sondas como o 

Mitotracker Deep Red TM, Mitotracker Red TM, Mitotracker Orange TM e o 

Mitotracker Green TM, os quais têm seletividade pela respiração mitocondrial, 

podendo ser utilizados para avaliação de diversos parâmetros espermáticos 

(SILVA e GADELLA, 2006). 

A sonda mitocondrial Mitotracker Green FM (MITO) não é fluorescente em 

solução aquosa e fluoresce em verde quando acumulada em mitocôndrias, 

independentemente do potencial de membrana. A excitação e a emissão máxima 

são 490 e 516 ηm, respectivamente (GARNER et al., 1997; CELELGHINI, 2005). 
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A sonda MITO é um corante mitocondrial seletivo que é concentrado pelas 

mitocôndrias ativas e que pode ser retido durante a fixação (MESEGUER et al., 

2004a). 

Segundo Celeghini (2005), em células espermáticas criopreservadas de 

bovinos, observou-se que a porcentagem de espermatozóides com mitocôndrias 

coradas pelo MITO foi altamente correlacionada com a porcentagem de motilidade 

espermática (r=0,96). 

 

2.3.3.4.3. JC-1 

Outra sonda do grupo Mitotracker é a JC-1 (SILVA e GADELLA, 2006). 

Trata-se de um tipo especial de multímeros de carbocianinas, o qual foi 

identificado primeiramente por Jelly em 1937 e, por isso, chamado de J-agregados 

(3,3`-dipentiltiodicarbocianina). Essa sonda tem sido explorada para visualizar 

mitocôndrias em uma variedade de células, sendo o mais utilizado o corante 

identificado como iodeto de 5,5´,6,6´-tetracloro-1,1´,3,3´-tetraetilbenzimidazolil-

carbocianina (JC-1; COSSARIZZA et al., 1993; CELEGHINI, 2005). 

A sonda mitocondrial JC-1 existe como um monômero que tem pico de 

excitação e emissão em comprimento de onda verde (510-520 ηm). Entretanto, 

também exibe um segundo pico em uma variação vermelho-alaranjada (590ηm). 

Este fenômeno de polarização produz uma fluorescência vermelho-alaranjada 

referida como a formação de J-agregados (COSSARIZZA et al., 1993). A 

proporção da fluorescência vermelho alaranjada:verde (agregados:monômeros) 

depende do potencial de membrana mitocondrial. Mitocôndrias com alto potencial 
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de atividade de membrana fluorescem em vermelho alaranjada, enquanto aquelas 

com baixo a médio potencial, em verde (GARNER et al., 1997). Desta forma, o JC-

1 identifica populações de mitocôndrias com diferentes potencias de membrana 

por meio de códigos de cor (CELEGHINI, 2005). 

O JC-1 difere das rodaminas e de outras carbocianinas por produzir dois 

picos de emissão de fluorescência que refletem a existência de duas formas da 

sonda. O monômero JC-1 que emite uma fluorescência verde é predominante em 

baixo ∆ψm enquanto o agregado JC-1 (fluorescência vermelho alaranjado) 

predomina em alto ∆ψm. Tipicamente é descrito que, abaixando o ∆ψm, os 

agregados JC-1 dissipam-se em monômeros e levam a uma mudança da 

fluorescência vermelha para a verde. De fato, a intensidade da fluorescência verde 

do monômero JC-1 parece ser insensível às mudanças de ∆ψm e foi usada para 

monitorar a massa mitocondrial (MARCHETTI et al., 2004). 

Devido à sensibilidade do JC-1 à transição do potencial de membrana, uma 

redução no potencial de membrana tem sido associada com uma redução dos 

agregados e um aumento dos monômeros (GARNER et al., 1997). 

A sonda fluorescente JC-1 vem sendo utilizada como um suporte no 

diagnóstico de infertilidade humana, identificando espermatozóides com baixo 

potencial de membrana mitocondrial. Podem detectar acuradamente mudanças no 

potencial de membrana de várias espécies. Ainda vem sendo utilizada para avaliar 

os efeitos da criopreservação sobre o potencial de membrana de mitocôndrias de 

espermatozóides bovinos (CELEGHINI, 2005). 
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Marchetti et al., (2004) relataram que a sonda JC-1 teria distribuição 

exclusiva na mitocôndria, além de possuir característica de emissão dupla. Devido 

a isso, ela foi escolhida para monitorar o ∆ψm, pois permite uma mensuração com 

grande acurácia do ∆ψm nas células intactas, incluindo os espermatozóides. 
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3. OBJETIVOS 

 

1. Otimizar o emprego do sistema de análise computadorizada do movimento 

espermático associado à presença de sub-populações de espermatozóides 

no sêmen congelado de carneiros. 

2. Determinar, no sistema computadorizado de análise do sêmen, qual(is) 

parâmetro(s) da cinética espermática pode(m) expressar analogia com as 

características obtidas na avaliação em microscopia epifluorescente com a 

combinação das sondas determinantes da condição das membranas 

plasmática, acrossomal e mitocondrial. 

3. Utilizar conjuntamente os parâmetros fornecidos pelo sistema de análise 

computadorizada do movimento espermático (CASA) e a combinação de 

sondas fluorescentes para agrupar, de maneira qualitativa, amostras de 

sêmen congelado de ovinos. 
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4. HIPÓTESE 

 

1. O sistema de análise computadorizada do movimento espermático (CASA) 

fornece dados sobre a presença de sub-populações de espermatozóides no 

sêmen congelado de ovinos, o que permite uma avaliação detalhada da 

amostra. 

2. A avaliação das sub-populações através da análise individual dos 

espermatozóides permite um melhor entendimento dos efeitos da 

criopreservação no sêmen ovino. 

3. Os parâmetros da cinética das sub-populações espermáticas apresentam 

analogia com os dados de potencial de membrana mitocondrial avaliados 

por meio da combinação de sondas fluorescentes em microscopia 

epifluorescente. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1. Local e Período Experimental 

 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Estudos em Biotecnologia 

da Reprodução de Ovinos e Caprinos e no Laboratório de Fluorescência do 

Centro de Diagnóstico e Biotecnologia em Reprodução Animal do Departamento 

de Reprodução Animal e Radiologia Veterinária da Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia - UNESP Botucatu – SP (latitude 22o 53’ S, longitude 48o 

29’ W), durante os meses de novembro de 2005 a maio de 2006. 

 

5.2. Animais Experimentais 

 

Dentro de um conjunto de 30 carneiros da raça Santa Inês, foram 

selecionados, por meio de exame andrológico (MORAES et al, 1981, EVANS e 

MAXWELL, 1987, GUERIN, 1990, FONSECA et al. 1992), vinte e seis (26) 

animais com idade entre um e três anos, peso médio de 103 Kg (88 Kg a 118 Kg) 

e mantidos durante o período das avaliações e congelações sob as mesmas 

condições de instalações e manejo no Laboratório de Estudos em Biotecnologia 

da Reprodução de Ovinos e Caprinos do Departamento de Reprodução Animal e 

Radiologia Veterinária na Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia - UNESP 

Botucatu – SP. 
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5.3. Procedimentos Experimentais 

5.3.1. Colheita e Análise do Sêmen 

 

Previamente ao início das colheitas de sêmen destinadas à congelação foi 

realizado um nivelamento biológico dos reprodutores no qual, após um período de 

adaptação de aproximadamente uma semana, os animais foram submetidos a um 

regime de colheitas de sêmen e exames clínico-andrológicos conforme citado 

anteriormente. 

Realizou-se uma colheita de sêmen de cada reprodutor por meio de vagina 

artificial, utilizando-se ovelha estrogenizada (MIES FILHO, 1987), totalizando 26 

amostras. 

Após as colheitas, foram avaliados os parâmetros espermáticos: 

• Volume do ejaculado (mL) e aspecto no próprio frasco coletor 

• Motilidade convencional (0-100%) e vigor (0-5). Para a realização 

dessas avaliações, uma alíquota de sêmen in natura foi previamente 

diluída em meio X-Cell®4 (HANSEN, 20055), sendo posteriormente 

analisada em microscopia óptica de contraste de fase em aumento 

200X após a confecção em lâmina pré-aquecida a 37º C. 

                                                 
4 IVP do Brasil 

5 Hansen, G. D. Diretor IMV – França. Informação obtida durante Curso Prático de Biotecnologia e Reprodução da 

Ovinocaprinocultura. IVP do Brasil / Depto Reprodução Animal e Radiologia Veterinária - FMVZ Unesp Botucatu, 2005 
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Os ejaculados que apresentaram motilidade convencional igual ou superior 

a 80% após a análise convencional (VULCANO et al., 1998) foram selecionados 

para a congelação, determinando-se a concentração espermática. 

• Concentração espermática (x106), foi determinada com o emprego 

da câmara de Neubauer após diluição de 10 µL de sêmen in natura 

em 4,0 mL de água destilada, obtendo-se a diluição de 1:400. 

 

5.3.2. Procedimento para a congelação do sêmen 

Os ejaculados selecionados para a congelação foram diluídos no meio 

Glicina Gema Leite – GGL (GONZALEZ et al, 1996), conforme as etapas abaixo, 

obtendo-se a concentração final de 400 x 106 espermatozóides/mL. 

• 1ª etapa 

Após a determinação da concentração espermática realizava-se o cálculo 

do rendimento do número de doses do ejaculado assim como o volume total 

necessário para proceder-se a diluição, considerando-se que cada dose possuía 

uma concentração de 100 x 106 espermatozóides envasados em palhetas 

francesas de 0,25 mL. 

• 2ª etapa 

Após o cálculo do volume final, diluía-se o sêmen in natura com o meio 

diluente GGL sem o crioprotetor glicerol (Meio 1 – Anexo I, item 9.1), perfazendo 

essa soma 50% do volume final. 
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• 3ª etapa 

Após essa primeira diluição, procedia-se à avaliação da motilidade 

convencional em microscopia óptica, visando averiguar possíveis interações 

desfavoráveis. 

Em seguida, adicionava-se 50% do meio diluente GGL com o crioprotetor 

glicerol (Meio 2 – Anexo I, item 9.1), obtendo-se o volume total final necessário 

para o envase das doses. 

Durante as etapas de diluição do sêmen (2ª e 3ª etapa), a amostra e os 

meios diluentes foram mantidos em banho-maria a 32º C. 

• 4ª etapa 

Ao término do envase, as palhetas francesas de 0,25 mL foram dispostas 

no cilindro porta-palhetas do sistema Tetakon - TK 30006, previamente aquecido 

a 32oC, temperatura estabelecida como inicial para todos os procedimentos de 

criopreservação conforme descrito por Rodello (2006). Depois de preenchido, o 

cilindro foi acoplado à unidade de resfriamento, ficando na posição vertical. 

O sistema foi programado para executar uma curva de refrigeração a 

0,25°C/minuto até 5°C, sendo as palhetas mantidas nessa temperatura até 

completar 120 minutos do início da refrigeração (RODELLO, 2006). 

A etapa de congelação foi iniciada transferindo-se o cilindro contendo as 

palhetas para a caixa térmica recipiente, contendo aproximadamente dois litros 

nitrogênio líquido (N2L), e acionando-se o início da curva de congelação 

                                                 
6 TK Tecnologia em Congelação LTDA 
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automatizada pré programada, correspondente a uma velocidade de – 20°C/ 

minuto até atingir a temperatura de –120°C. 

Ao final do procedimento, as palhetas foram imersas em N2L, raqueadas e 

armazenadas em botijão criogênico a – 196º C até a sua descongelação e análise. 

 

5.3.3. Descongelação das amostras 

O procedimento de descongelação das amostras ocorreu, em média, 

aproximadamente 30 dias após sua congelação. 

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 40oC por 20 segundos 

(SOUSA et al., 1999) sendo o sêmen acondicionado em tubos eppendorfs de 1,5 

mL previamente aquecidos e mantidos em banho-maria seco a 37oC. 

Previamente ao início das avaliações, uma alíquota de 25 µL do sêmen 

congelado foi diluída em 500 µL de meio X-Cell® visando a obtenção de uma 

amostra com aproximadamente 50 x 106 espermatozóides. 

 

5.3.4. Avaliação das amostras descongeladas 

Procederam-se, após aproximadamente cinco minutos da diluição, as 

avaliações das amostras descongeladas utilizando-se: 

• Análise Computadorizada do Movimento Espermático7 (CASA) utilizando-se 

o hardware IVOS (Integrat ed Visual Optical System – Sistema Visual de 

Integração Óptica) versão 12.3 da empresa Hamilton Thorne Biosciences 

                                                 
7 HTMA-IVOS 12.3 – Hamilton Research - Beverly, MA, USA 



Material e Métodos 
_____________________________________________________________ 

64

constituído com o software Animal Breeders, configurado com setup 

recomendado pelo fabricante para carneiros conforme descrito no Anexo I - 

9.3, o qual é executado na plataforma Windows XP. 

Uma alíquota de 6 µL da amostra a ser analisada foi disposta em câmara 

de Makler8 previamente aquecida a 37º C, da qual avaliaram-se, em três campos, 

os parâmetros da cinética espermática descritos a seguir. Os campos foram 

selecionados automaticamente sempre a partir do ponto central da câmara, 

observando-se a inexistência de artefatos como bolhas, partículas ou outros 

elementos que pudessem prejudicar a avaliação (VARNER et al., 1991; 

VULCANO et al., 1998; SOUSA et al, 1999; FERREIRA 2000; SOUSA, 2002): 

• Motilidade Total (Total Motility, %) MT 

• Motilidade Progressiva (Progressive Motility, %) MP 

• Velocidade de Trajeto (Path Velocity, µm/s) VAP 

• Velocidade Progressiva (Progressive Velocity, µm/s) VSL 

• Velocidade Curvilinear (Track Speed, µm/s) VCL 

• Amplitude Lateral da Cabeça (Lateral Amplitude, µm) ALH 

• Freqüência de Batimentos (Beat Frequency, Hz) BCF 

• Retilinearidade (Straightness, %) STR 

• Linearidade (Linearity, %) LIN 

• Elongação (Elongation, %) ELONG 

• Células com Velocidade Rápida (Rapid Cell, %) RAPID 

                                                 
8 Makler Counting Chamber. Sefi-Medical Instruments, Haifa, Israel 
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• Células com Velocidade Média (Medium Velocity Cell, %) MEDIUM 

• Wobble (VAP/VCL x 100 - %) WOB 

• Dance (VCL x ALH - µm2) DANCE 

 

Os parâmetros da cinética espermática VCL, VAP, VSL, ALH, BCF, LIN, 

STR e ELONG também foram registrados de forma individualizada para cada 

espermatozóide constituinte da população total média. 

 

A) Associação das sondas fluorescentes iodeto de propídeo, aglutinina de 

Pisum sativum conjugada com o isotiocianato de fluoresceína (FITC-PSA) e 

JC-1 (CELEGHINI, 2005 adaptada por AZEVEDO, 2006). 

 

O sêmen congelado/ descongelado dos 26 carneiros da raça Santa Inês foi 

submetido à técnica de avaliação simultânea da integridade de membrana 

plasmática, reação acrossomal e potencial de membrana mitocondrial conforme 

descrição de Celeghini (2005) e adaptada para o sêmen ovino por Azevedo, 

(2006). 

Para isso, uma alíquota de 50 µL do sêmen foi diluída em 450 µL de meio 

X-Cell® pré-aquecido a 37oC mantendo-se a concentração aproximada de 4 x 106 

espermatozóides/mL. Posteriormente, foram adicionadas as soluções de trabalho 

das sondas fluorescentes (Anexo I - 9.2.1, 9.2.2, 9.2.5), conforme descrito a 

seguir: 
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 1,5 µL da solução de trabalho de iodeto de propídio (IP); 

 1,5 µL da solução de trabalho de iodeto de 5,5’,6,6’tetracloro-

1,1,3,3’- tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1) e; 

 25 µL da solução de trabalho da aglutinina de Pisum sativum 

conjugada a isotiocianato de fluoresceína (FITC-PSA). 

A mistura foi homogeneizada, mantida protegida da luz e submetida à 

incubação (37o C) por aproximadamente 8 a 10 minutos. Após esse período, uma 

amostra de aproximadamente 10µL foi retirada e colocada entre lâmina e lamínula 

pré-aquecidas (37o C) para realização da leitura e contagem de 100 células sob 

imersão e aumento de 1000 vezes em microscópio com iluminação 

epifluorescente9, usando o filtro I3 (Excitação BP 450-490 e Supressão LP 515). 

Nesta avaliação os espermatozóides foram distribuídos em 8 categorias, de 

acordo com a integridade das membranas plasmática e acrossomal e função 

mitocondrial, pela associação das sondas iodeto de propídeo, aglutinina de Pisum 

sativum conjugada com o isotiocianato de fluoresceína (FITC-PSA) e JC-1 

(CELEGHINI, 2005 adaptada por AZEVEDO, 2006) da seguinte maneira: 

 A presença ou ausência de fluorescência vermelha na cabeça 

indicada pela sonda IP, evidenciou respectivamente a lesão ou não 

da membrana plasmática. 

                                                 
9 Leica DMLB - Leica Microsystems - Leitz – Alemanha 
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 A presença ou ausência de fluorescência verde intenso no 

acrossoma indicada pela sonda FITC-PSA, evidenciou 

respectivamente a lesão ou não do acrossoma. 

 As fluorescências vermelha e verde da peça intermediária indicadas 

pela sonda JC-1 evidenciaram, respectivamente, alto e baixo 

potencial de membrana mitocondrial. 
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B) Associação das sondas iodeto de propídeo, aglutinina de Pisum sativum 

conjugada com o isotiocianato de fluoresceína (FITC-PSA) e Mitotracker Green 

FM (CELEGHINI, 2005 adaptada). 

 

Amostras não pareadas do sêmen congelado/descongelado dos 26 

carneiros foram submetidas à técnica adaptada de avaliação simultânea da 

integridade de membrana plasmática, reação acrossomal e potencial de 

membrana mitocondrial conforme descrição de Celeghini (2005). 

Diluiu-se uma alíquota de 50 µL do sêmen em 450 µL de meio X-Cell® pré-

aquecido a 37oC mantendo-se a concentração aproximada de 4 x 106 

espermatozóides/mL. 

Posteriormente, foram adicionadas as soluções de trabalho das sondas 

fluorescentes (Anexo I - 9.2.1, 9.2.2, 9.2.4), conforme descrito abaixo: 

 1,5 µL da solução de trabalho de iodeto de propídio (IP); 

 1,5 µL da solução de trabalho de Mitotracker Green FM (MITO) e; 

 25 µL da solução de trabalho da aglutinina de Pisum sativum 

conjugada a isotiocianato de fluoresceína (FITC-PSA). 

Semelhante a técnica anterior, a mistura foi homogeneizada, mantida 

protegida da luz e submetida à incubação (37o C) por aproximadamente 8 a 10 

minutos. Após esse período, 10µL da amostra foram colocados entre lâmina e 

lamínula pré-aquecidas (37o C), para realização da leitura e contagem de 100 



Material e Métodos 
_____________________________________________________________ 

69

células sob imersão e aumento de 1000 vezes, em microscópio com iluminação 

epifluorescente10, usando o filtro I3 (Excitação BP 450-490 e Supressão LP 515). 

Os espermatozóides foram classificados em 8 categorias conforme a 

integridade das membranas plasmática e acrossomal e função mitocondrial pela 

associação das sondas iodeto de propídeo, aglutinina de Pisum sativum 

conjugada com o isotiocianato de fluoresceína (FITC-PSA) e MITO (CELEGHINI, 

2005 adaptada): 

 A presença ou ausência de fluorescência vermelha na cabeça 

indicada pela sonda IP, evidenciou, respectivamente, a lesão ou não 

da membrana plasmática. 

 A presença ou ausência de fluorescência verde intenso no 

acrossoma indicada pela sonda FITC-PSA, evidenciou, 

respectivamente, a lesão ou não do acrossoma. 

 As fluorescências verde brilhante e verde fosco (“apagado”) da peça 

intermediária indicada pela sonda MITO evidenciaram, 

respectivamente, com e sem potencial de membrana mitocondrial. 

 

                                                 
10 Leica DMLB - Leica Microsystems - Leitz – Alemanha 
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C) Associação das sondas iodeto de propídeo, aglutinina de Pisum sativum 

conjugada com o isotiocianato de fluoresceína (FITC-PSA) e Rodamina 123 

(CELEGHINI, 2005 adaptada). 

 

Amostras não pareadas do sêmen congelado/descongelado foram 

submetidas à técnica adaptada de avaliação simultânea da integridade de 

membrana plasmática, reação acrossomal e potencial de membrana mitocondrial 

conforme descrição de Celeghini (2005). 

Uma alíquota de 50 µL do sêmen foi diluída em 450 µL de meio X-Cell® pré-

aquecido a 37oC mantendo-se a concentração aproximada de 4 x 106 

espermatozóides/mL. 
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A seguir, foram adicionadas as soluções de trabalho das sondas 

fluorescentes (Anexo I - 9.2.1, 9.2.2, 9.2.3) conforme citado abaixo: 

 1,5 µL da solução de trabalho de iodeto de propídio (IP); 

 1,5 µL da solução de trabalho de Rodamina 123 (R-123) e; 

 25 µL da solução de trabalho da aglutinina de Pisum sativum 

conjugada a isotiocianato de fluoresceína (FITC-PSA). 

Semelhante às técnicas anteriores, a mistura foi homogeneizada, mantida 

protegida da luz e submetida à incubação (37o C) por aproximadamente 30 

minutos. Após esse período, 10µL da amostra foram colocados entre lâmina e 

lamínula pré-aquecidas (37o C) para realização da leitura e contagem de 100 

células sob imersão e aumento de 1000 vezes em microscópio com iluminação 

epifluorescente11, usando o filtro I3 (Excitação BP 450-490 e Supressão LP 515). 

Houve a classificação dos espermatozóides em oito categorias conforme a 

integridade das membranas plasmática e acrossomal e função mitocondrial pela 

associação das sondas iodeto de propídeo, aglutinina de Pisum sativum 

conjugada com o isotiocianato de fluoresceína (FITC-PSA) e R-123 (CELEGHINI, 

2005 adaptada): 

 A presença ou ausência de fluorescência vermelha na cabeça 

indicada pela sonda IP, evidenciou, respectivamente, a lesão ou não 

da membrana plasmática. 

                                                 
11 Leica DMLB - Leica Microsystems - Leitz – Alemanha 
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 A presença ou ausência de fluorescência verde intenso no 

acrossoma indicada pela sonda FITC-PSA, evidenciou, 

respectivamente, a lesão ou não do acrossoma. 

 As fluorescências verde intenso e verde fosco (“apagado”) da peça 

intermediária indicada pela sonda R-123 evidenciaram, 

respectivamente, com e sem potencial de membrana mitocondrial. 
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5.4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A metodologia estatística utilizada foi análise Exploratória de Dados, 

Estatísticas Descritiva, Gráficos e Técnicas Multivariadas: 

• Análise Fatorial com método de rotação VARIMAX e 

• Análise de Agrupamentos com método de Ward (JOHNSON e 

WICHERN, 1992; HAIR Jr. et al., 2005; MOORE, 2005). 

O software estatístico empregado foi o Minitab, versão 14. 

Os valores dos parâmetros analisados foram padronizados de forma a 

permitir o uso de uma mesma unidade de medida, visto que os parâmetros 

empregados possuem as mais variadas unidades, entre elas %, µm, µm/s, Hz. 

Para isso empregou-se a fórmula: dpX /Χ−
r

, onde X = valor individual referente 

ao parâmetro, Χ
r

= média da população do parâmetro e dp = desvio padrão da 

amostra. 

A rotação é um método estatístico que ajuda na interpretação da 

importância de cada fator principal no peso da matriz fatorial (NÚÑEZ-MARTÍNEZ 

et al., 2006). 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

De modo geral, os procedimentos estatísticos realizados neste experimento 

foram a classificação/agrupamento obedecendo a um padrão não hierárquico 

seguido de um hierárquico, de forma similar ao discutido em Martinez-Pastor et al., 

(2005); Núñez-Martínez et al., (2006). 

Quanto à adequação dos dados para avaliação, Martinez-Pastor et al., 

(2005) procederam análise similar, padronizando os valores dos parâmetros, 

Converteram resultados não padronizados dos parâmetros altamente 

correlacionados, em dados padronizados, os quais representaram uma 

combinação linear. 

A análise prévia do sêmen in natura, após a clarificação no meio X-Cell®, do 

ejaculado dos 26 carneiros evidenciou os valores apresentados na Tabela 1. 

Carvalho et al., (2002) avaliando especificamente carneiros da raça Santa 

Inês na região sudeste do Brasil, no Estado do Rio de Janeiro, verificaram valores 

médios e desvio padrão de volume, motilidade progressiva, vigor e concentração 

espermática de 1,18 ± 0,49 mL; 68,44 ± 9,4 %; 3,9 ± 0,17 e 5,17 ± 1,09 x 109, 

respectivamente. Frente a essas observações e conforme citado por Boundy 

(1993), Henry e Neves (1996) e Karagiannidis et al., (2000), o sêmen utilizado 

para as congelações encontrava-se dentro dos padrões esperados para a espécie 

e para a raça. 
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TABELA 1: Valores médios ± dp e amplitude de variação dos parâmetros do 
sêmen in natura, clarificado no meio X-Cell®, de ovinos da raça Santa Inês 
utilizados para a congelação (n=26) 

Parâmetros Média ± dp Amplitude de 
variação 

Volume (mL) 1,6 ± 0,8 0,8 - 3,1 

Motilidade convencional (%) 88,5 ± 4,6 80 - 95 

Vigor (0-5) 4,8 ± 0,5 3 - 5 

Concentração (x106/mL) 3832,0 ± 1615,3 1170 - 7600 
dp - Desvio padrão 

 

Devido ao número de animais atender ao planejamento estatístico, optou-

se pela congelação de apenas um ejaculado de cada animal, que ocorreu após o 

período de nivelamento biológico. Windsor (1997) trabalhando com sêmen 

congelado de carneiros, relatou não existir diferenças na fertilidade após a 

inseminação artificial cervical entre os ejaculados do mesmo animal, o que não 

ocorre entre os carneiros. 

Após as descongelações, as amostras foram analisadas pelo sistema 

CASA, sendo verificados valores médios, desvios padrão e amplitude de variação 

dos parâmetros, avaliados conforme a Tabela 2. 

Neste experimento, o procedimento de diluição fez-se necessário para 

adequação da concentração espermática para possibilitar a análise 

computadorizada do movimento espermático e prevenir o cruzamento das 

trajetórias dos espermatozóides (FERREIRA, 2000; SOUSA, 2002; MAIA, 2006). 

Segundo Verstegen et al., (2002) em uma alta concentração, as células com 

movimento rápido poderiam ser excluídas da análise devido a colisões, e serem 



Resultados e Discussão 
_____________________________________________________________ 

76

retiradas da área de avaliação, ou devido ao efeito exercido pelas células vizinhas 

a ela. 

 
TABELA 2: Valores médios, desvios padrão e amplitude de variação dos 
parâmetros da cinética espermática avaliadas no sistema computadorizado de 
análise do movimento espermático CASA – HTM-IVOS (versão 12,3) das 
amostras (n=26) de sêmen de ovinos congelado/descongelado no meio Glicina 
Gema Leite e clarificados no meio X-Cell 

Parâmetros Média Desvio padrão Amplitude de 
variação 

MT (%) 47,3 22,9 5,0 – 90,0 

MP (%) 19,5 13,5 0 – 53,0 

RAPID (%) 28,7 19,1 0 – 70,0 

MEDIUM (%) 18,6 6,9 5,0 – 30,0 

VCL (µm/s) 166,3 30,4 82,1 – 225,4 

VAP (µm/s) 103,4 27,9 39,6 – 150,8 

VSL (µm/s) 82,4 27,2 23,3 – 130,8 

ALH (m/s) 6,5 2,1 0 – 9,1 

BCF (Hz) 34,5 2,8 28,1 – 39,3 

STR (%) 70,0 6,0 60,0 – 83,0 

LIN (%) 45,5 8,8 28,0 – 60,0 

WOB 0,6 0,1 0,3 – 0,7 

DANCE (µm2) 13,4 5,3 0 – 21,9 
MT - Motilidade total; MP - Motilidade progressiva; RAPID - Células com Velocidade Rápida; MEDIUM - Células com 
Velocidade MÉDIA VCL - Velocidade de deslocamento real dos espermatozóides; VAP - Velocidade curvilínea sobre um 
trajeto uniforme desprezando-se o deslocamento lateral da célula espermática; VSL - Velocidade retilínea considerando-se 
a trajetória espermática uma reta; ALH - Deslocamento lateral de cabeça; BCF - Freqüência de batimento; LIN – 
Linearidade; STR - Índice retilíneo do movimento espermático; Wob - Wobble – (VAP/VCL) x 100; DANCE - VCL x ALH. 

 

A versão 12.3 do sistema CASA HTM-IVOS da Hamilton Thorne 

Biosciences possui um programa denominado anti-colisão (AC), que permite 

amenizar essa ocorrência. Contudo, optou-se por proceder a diluição, ajustando a 

concentração espermática para aproximadamente 50 x 106 espermatozóides, visto 
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que a análise individual da cinética dos espermatozóides tornou-se uma das 

metas metodológicas neste experimento. 

Concentrações superiores não permitiram uma análise correta das 

amostras, sendo muitas vezes, até mesmo rejeitadas automaticamente para a 

avaliação. 

Rodello (2006), que ao congelar sêmen de carneiros da raça Santa Inês em 

sistema automatizado (TK 3000) utilizando-se do meio diluente Glicina Gema 

Leite, obteve valores médios de MT, MP, VCL e LIN de 50,3 ± 11,7 %; 29,1 ± 8,8 

%; 105,2 ± 8,6 µm/s e 80,0 ± 4,4 %. Tais diferenças possivelmente são 

decorrentes do efeito animal e de interações entre o meio de criopreservação e os 

de clarificação. 

Para proceder essas avaliações, as amostras foram previamente 

clarificadas no meio comercial X-Cell®, enquanto Rodello (2006) empregou a 

fração sem glicerol do meio Glicina Gema Leite. 

Uma grande influência da concentração espermática nos resultados 

fornecidos pelo sistema CASA também foi relatada por Verstegen et al., (2002). 

Esses pesquisadores ressaltaram o cuidado no processamento ao clarificar com 

meios que não contenham partículas com tamanho similar às cabeças dos 

espermatozóides, tais como alguns meios com gema de ovo ou com leite integral, 

evitando que elas sejam analisadas como espermatozóides imóveis. 

Rijsselaere et al. (2003) ao compararem o efeito de diferentes meios de 

clarificação tais como, Hepes-TALP, fluído prostático, meio TRIS gema de ovo e 



Resultados e Discussão 
_____________________________________________________________ 

78

Solução salina fisiológica, sobre a cinética do sêmen de cães verificaram 

diferenças significativas nos parâmetros avaliados, com exceção do STR. 

Corroborando com essas informações, Mortimer e Maxwell (2004) 

verificaram diferenças na cinética dos espermatozóides congelados de carneiros 

com a adição do meio PBS, de plasma seminal e de plasma seminal artificial. 

Atribui-se um menor valor do parâmetro LIN à viscosidade dos meios 

usados para a clarificação, pois segundo Mortimer (1997), um aumento na 

viscosidade do meio pode alterar o padrão de movimentação, reduzindo a 

amplitude do movimento. Contudo, Mortimer e Maxwell (2004), analisando sêmen 

de ovinos congelados e diluídos no meio PBS, plasma seminal e plasma seminal 

artificial, atribuem as mudanças no padrão de movimentação espermática ao 

efeito direto da interação entre os efeitos da criopreservação, meio para 

clarificação e a conseqüente capacitação espermática. 

Houve uma grande amplitude de variação no parâmetro ALH, parâmetro 

citado na literatura humana por Auger et al., (1989) como indicador do movimento 

de hiper-ativação característico da capacitação espermática. Vulcano et al., (1998) 

reiteraram essa afirmação, pois em estudo com sêmen hiperativado de ovinos, 

encontraram os parâmetros ALH, VCL, WOB e LIN como principais indicadores 

desta condição, criando, a partir deles, um modelo matemático explicativo da 

hiperativação, com índice de 94% de acerto. 

Mortimer e Maxwell (1999) definiram como valores indicativos da 

hiperativação do semen ovino VCL > 250,0 µm/s; VSL ≤ 100 µm/s; LIN ≤ 30% e 

ALH > 9,0 µm. 
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A escolha de três campos para a análise computadorizada do movimento 

espermático baseou-se nos achados de Varner et al., (1991) que concluíram não 

haver diferença significativa entre avaliações de três a sete campos. Só o primeiro 

campo foi selecionado pelo observador, estando freqüentemente no centro da 

câmara de Makler. Os demais foram “escaniados” automaticamente pelo sistema 

computadorizado, seguindo assim as indicações de Anzar et al., (1991) e Sousa 

(2002). Este procedimento de análise de três campos aleatórios também tem a 

função de verificar a homogeneidade da amostra. 

Ao avaliar-se o valor dos desvios padrão dos parâmetros da cinética 

espermática fornecido pelo sistema CASA ao término da análise (TAB. 2), conclui-

se que, apesar da amplitude existente, houve uniformidade nos campos 

analisados das amostras. 

Esta verificação foi determinada ao ser calculado o desvio padrão, a partir 

dos desvios obtidos após a verificação dos três campos de análise, e calculados 

pelo sistema CASA para cada parâmetro da cinética espermática (TAB. 3). 

Atribui-se a amplitude dos valores dos desvios padrão resultantes da 

avaliação da cinética espermática à presença de sub-populações de 

espermatozóides na amostra total avaliada. 

Para Verstegen et al., (2002), as maiores variações são observadas na 

análise de diferentes campos do que em repetições do mesmo campo, tanto 

quanto maior for o número de células analisadas, menor o coeficiente de variação. 

Conseqüentemente, a precisão dos resultados aumenta com o incremento do 

número de campos e de células analisadas. 
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TABELA 3: Desvios padrão dos parâmetros da cinética espermática do sêmen 
congelado de 26 carneiros da raça Santa Inês determinados em três campos de 
análise pelo Sistema de Análise Computadorizada do Movimento Espermático – 
CASA HTM-IVOS versão 12.3 

Animal VAP 
(µm/s) 

VSL 
(µm/s) 

VCL 
(µm/s) 

ALH 
(µm) 

BCF 
(Hz) 

STR 

(%) 

LIN 

(%) 

1 66,7 66,4 93,8 2,3 20,2 26,0 26,0 
2 21,9 16,1 81,1 0,0 16,2 19,0 20,0 
3 63,3 68,7 63,0 3,6 17,7 27,0 31,0 
4 49,3 48,9 57,7 2,2 22,0 26,0 30,0 
5 73,8 77,8 80,7 3,1 16,1 28,0 29,0 
6 59,0 53,4 81,1 3,1 18,3 25,0 22,0 
7 58,7 59,3 79,0 4,4 19,0 25,0 25,0 
8 59,3 58,6 77,5 3,1 23,3 27,0 26,0 
9 63,2 63,1 77,7 3,7 20,5 25,0 27,0 
10 77,5 83,4 75,2 3,6 19,5 27,0 32,0 
11 69,1 72,2 81,8 3,5 19,4 25,0 29,0 
12 75,5 79,9 84,1 3,0 16,1 27,0 31,0 
13 17,3 12,1 45,0 0,0 20,2 25,0 24,0 
14 58,0 57,1 73,9 3,0 16,9 25,0 28,0 
15 65,9 70,2 72,9 4,5 18,0 26,0 29,0 
16 56,6 58,1 69,9 3,9 18,9 26,0 27,0 
17 74,6 78,5 83,0 3,5 18,7 27,0 29,0 
18 70.1 76.1 84.6 3.6 17.6 26,0 24,0 
19 74,2 75,5 87,8 3,8 19,6 27,0 28,0 
20 59,4 58,2 88,3 2,7 18,1 25,0 22,0 
21 80,0 84,7 78,0 3,5 19,1 27,0 32,0 
22 78,9 81,7 74,1 3,1 16,4 24,0 31,0 
23 63,0 68,5 73,5 3,2 14,5 22,0 25,0 
24 73,9 78,5 76,3 2,6 13,4 24,0 28,0 
25 75,5 77,0 90,0 3,8 19,5 26,0 28,0 
26 65,1 66,6 85,0 3,8 19,6 25,0 24,0 
dp 15,4 18,2 10,4 1,1 2,2 1,8 3,2 

VCL - Velocidade de deslocamento real dos espermatozóides; VAP - Velocidade curvilínea sobre um trajeto uniforme 
desprezando-se o deslocamento lateral da célula espermática; VSL - Velocidade retilínea considerando-se a trajetória 
espermática uma reta; ALH - Deslocamento lateral de cabeça; BCF - Freqüência de batimento; LIN – Linearidade; STR - 
Índice retilíneo do movimento espermático. dp – desvio padrão dos desvios. 
 

 

A análise da combinação das sondas fluorescentes é apresentada na 

Tabela 4. 
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TABELA 4: Freqüências (%) quantitativa e qualitativa da distribuição por 
categorias dos espermatozóides de 26 carneiros, após o processo de 
congelação/descongelação, avaliados em microscopia epifluorescente, por 
diferentes combinações de sondas fluorescentes: IP (iodeto de propídeo); FITC-
PSA (aglutinina Pisum sativum) e JC-1 (J-agregados), MITO (Mitotracker Green 
FM), R-123 (Rodamina 123) 

Freqüência por categorias Combinação 
de Sondas 1 2 3 4 5 6 7 8 

IP, FITC-PSA e JC-1 (%) 1,46 48,85 0,12 0,46 0,19 22,83 0,27 25,83

IP, FITC-PSA e MITO (%) 4,00 29,03 0,27 1,85 26,34 16,26 14,92 7,34

IP, FITC-PSA e R-123 (%) 12,88 16,53 3,81 14,73 17,84 1,27 28,91 4,04
IP, FITC-PSA e JC-1 – Freqüência Quantitativa 
1. Membrana plasmática intacta, acrossomo intacto e com alto potencial de membrana mitocondrial; 2. Membrana plasmática intacta, 
acrossomo intacto e com baixo potencial de membrana mitocondrial; 3. Membrana plasmática intacta, acrossomo lesado e com alto potencial 
de membrana mitocondrial; 4. Membrana plasmática intacta, acrossomo lesado e com baixo potencial de membrana mitocondrial; 5. 
Membrana plasmática lesada, acrossomo intacto e com alto potencial de membrana mitocondrial; 6. Membrana plasmática lesada, 
acrossomo intacto e com baixo potencial de membrana mitocondrial; 7. Membrana plasmática lesada, acrossomo lesado e com alto potencial 
de membrana mitocondrial; 8. Membrana plasmática lesada, acrossomo lesado e com baixo potencial de membrana mitocondrial 

 
IP, FITC-PSA e MITO e IP, FITC-PSA e R-123 – Freqüência Qualitativa 
1. Membrana plasmática intacta, acrossomo intacto e com potencial de membrana mitocondrial; 2. Membrana plasmática intacta, acrossomo 
intacto e sem potencial de membrana mitocondrial; 3. Membrana plasmática intacta, acrossomo lesado e com potencial de membrana 
mitocondrial; 4. Membrana plasmática intacta, acrossomo lesado e sem potencial de membrana mitocondrial; 5. Membrana plasmática 
lesada, acrossomo intacto e com potencial de membrana mitocondrial; 6. Membrana plasmática lesada, acrossomo intacto e sem potencial de 
membrana mitocondrial; 7. Membrana plasmática lesada, acrossomo lesado e com potencial de membrana mitocondrial; 8. Membrana 
plasmática lesada, acrossomo lesado e sem potencial de membrana mitocondrial 
 

 

De maneira semelhante ao citado por Garner et al., (1997), o duplo sistema 

de coloração utilizando o IP mais as sondas R-123, JC-1 ou MITO, permitiu a 

identificação de populações de espermatozóides com mitocôndrias 

metabolicamente ativas, uma população de espermatozóides mortos e de 

espermatozóides moribundos. O núcleo dos espermatozóides mortos com as 

membranas degeneradas fluoresceu em vermelho com o IP. As mitocôndrias 

ativas dos espermatozóides apresentaram a fluorescência verde com a 

combinação de sondas MITO e R-123 ou verde a vermelho-alaranjado com a JC-

1. As células moribundas exibiam cabeças vermelhas com mitocôndrias verdes. 

Utilizando o teste de homogeneidade qui quadrado (χ2), não se verificou 

uma relação entre os testes de avaliação conjunta do potencial da membrana 



Resultados e Discussão 
_____________________________________________________________ 

82

mitocondrial JC-1, MITO e R-123, sendo verificado para JC-1 vs MITO, χ2= 1517,8 

e P= 0,00+; para JC-1 vs R-123, χ2= 3203,0 e P= 0,00+ e para MITO vs R-123, χ2= 

1083,8 e P= 0,00+. Considerando-se que os testes MITO e R-123 são qualitativos, 

também foi realizado o teste de correlação, sendo obtido um coeficiente de 

correlação igual a 0,369 e o valor de P= 0,368. 

Com a análise individual dos testes, levantaram-se as seguintes hipóteses 

para os resultados. 

A prova JC-1 é de grande valia para a classificação de uma sub-população 

de espermatozóides, ou seja, as células com alto potencial de membrana 

mitocondrial, conforme relatado por Garner et al., (1997). Contudo, quando se 

utiliza a microscopia epifluorescente, verifica-se tratar de uma prova elitista, pois 

somente aquelas que atingem um limiar de potencial, serão enquadradas nessa 

categoria. Nesse estudo, foi verificada uma sub-população com alto potencial de 

membrana mitocondrial inferior a 5%. De acordo com Celeghini (2005), após o 

processo de criopreservação do sêmen bovino, menos de 1% dos 

espermatozóides corados por JC-1 apresentou J-agregados (alto potencial de 

membrana mitocondrial). 

Todas as demais células espermáticas entram na categorização das células 

com baixo potencial de membrana mitocondrial. O limiar baixo possui uma grande 

amplitude, permitindo até mesmo a exclusão de uma sub-população de 

espermatozóides, as células sem potencial mitocondrial, havendo assim uma 

possibilidade de equívoco na categorização final da amostra. 
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Segundo Papaioannou et al., (1997), com o uso da citometria de fluxo, além 

da possibilidade de ampliar a amostra, pois um número maior de células poderia 

ser analisado, haveria uma maior sensibilidade na detecção da emissão da 

fluorescência. 

Para Cossarizza et al., (1993), o estudo do potencial da membrana 

mitocondrial com a citometria de fluxo apresentava grandes vantagens, pois com 

ele havia a possibilidade de avaliar a heterogeneidade da população celular 

formadora da amostra, além de permitir uma análise qualitativa (emissão da 

fluorescência verde a alaranjada) e quantitativa (intensidade da fluorescência 

pura) das variações do potencial da membrana mitocondrial nas células vivas. 

Tal situação pode não ocorrer com a avaliação subjetiva realizada pelo olho 

humano nas avaliações em microscopia epifluorescente, na qual apenas um 

número limitado de células é avaliado, havendo também a influência direta da 

acuidade visual do examinador. 

Conforme Marchetti et al., (2004), a interpretação e a avaliação das 

mudanças do ∆ψm podem ser, às vezes, confusas devido a variações 

substanciais entre as sondas, dependendo da susceptibilidade ao meio que 

envolve a análise. 

No que diz respeito à motilidade e à atividade mitocondrial, verificou-se uma 

baixa correlação entre elas nas três provas (JC-1, MITO e R-123). Connell et al., 

(2002) observaram fato similar, no qual a associação entre os parâmetros de 

cinética, exceto ALH, e a função mitocondrial determinada pela sonda R-123, 
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foram diminuindo após a criopreservação, sugerindo que nem todas as células 

dentro da amostra são uniformemente lesadas pelo processo de congelação. 

Papaioannou et al., (1997), em seu estudo com espermatozóides humanos 

encontraram uma grande quantidade de células mortas que emitiam fluorescência 

R-123 moderada, e atribuíram esse fato à coloração inespecífica em toda a célula, 

principalmente na cabeça. Presumivelmente, as células mortas não retêm a 

capacidade de acumular a R-123 e seus citoplasmas estão corados uma vez que 

uma quantidade excessiva de corante pode permear pela membrana plasmática 

lesada. 

Em touros, Garner et al., (1997) verificaram que a porcentagem de 

espermatozóides móveis foi maior que a porcentagem de mitocôndrias 

fluorescentes coradas com as sondas JC-1, MITO ou R-123 e atribuíram essa 

discrepância à falha humana, aparentemente superestimando a porcentagem de 

espermatozóides com motilidade. 

No presente experimento, buscou-se minimizar essa subjetividade com o 

uso da análise computadorizada do movimento espermático, empregando o Setup 

para a espécie ovina fornecido pela empresa Hamilton Thorne Biosciences, 

fabricante do sistema CASA HTM-IVOS versão 12.3 (Anexo I – 9.3). 

Ainda, segundo Garner et al., (1997), é possível que a fluorescência 

mitocondrial desapareça ou falhe em fluorescer em níveis muito baixos, enquanto 

que os espermatozóides continuam a exibir uma motilidade progressiva, muito 

embora, relativamente menor. 

Nos estudos de Meseguer et al., (2004a) no sêmen humano congelado, a 

atividade mitocondrial avaliada pela sonda Mitotracker Green não foi inicialmente 
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correlacionada com os demais parâmetros por eles avaliados, incluindo a 

motilidade. Desta forma, a atividade mitocondrial não pareceu ser um marcador 

representativo para a motilidade progressiva. 

Desta constatação decorre a necessidade da compreensão das sub-

populações de espermatozóides existentes no ejaculado. 

Em relação ao sistema CASA, após a análise estatística descritiva 

convencional, na qual o valor utilizado freqüentemente é a média dos parâmetros, 

optou-se por considerar os parâmetros da cinética de cada espermatozóide 

individualmente. Desta forma, utilizou-se o espermatozóide como variável, 

ampliando o universo amostral de 26 médias para 5834 espermatozóides 

analisados individualmente quanto aos parâmetros de sua cinética e trajetória. 

O número de espermatozóides analisados poderia ser superior, visto que, 

este n, representa apenas os dados computados no último dos três campos 

avaliados no sistema CASA. Tal fato decorreu do sistema CASA ter sido 

programado para a análise automática dos três campos, visto que não se desejou 

nenhuma interferência na avaliação, e a opção EDIT/SORT12 estar disponível 

apenas para o último campo analisado. 

Para o fornecimento dos dados médios como ocorre na maneira usual, não 

se verificam problemas quanto à captura e processamentos dos dados. Contudo, 

para a análise individual dos espermatozóides, decorrentes da avaliação dos três 

campos, dever-se-ia utilizar o comando ADD SCAN, garantindo e ampliando a 

população avaliada a ser editada. 

                                                 
12 System Options Guide Version 12.3, Hamilton Thorne Biosciences, chapter 1:Edit Tracks, 2005 
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Abaigar et al., (1999) realizaram estudo empregando esse conceito no qual 

avaliaram 3208 espermatozóides in natura de cachaços e 7278 espermatozóides 

congelados de gazelas. Abaigar et al., (2001) corroboraram essa metodologia com 

a análise de 30511 espermatozóides in natura de gazelas. Mortimer e Maxwell 

(2004), trabalharam com 2099 células criopreservadas de carneiros. Quintero-

Moreno et al., (2004;), com 6297 espermatozóides refrigerados de cachaços. E 

Nuñez-Martínez et al., (2006), com 3463 observações para o sêmen canino in 

natura e 5663, para o congelado. Segundo esses autores, apesar de muitos 

estudos já publicados utilizarem o sistema CASA, alguns resultados mostraram-se 

desapontadores ou pouco informativos, provavelmente devido a uma análise 

inapropriada dos dados multivariados, os quais são apresentados apenas como 

médias ± desvios ou erros padrão, baseando essa análise em uma avaliação 

paramétrica. 

Desta forma, as sub-populações que sofrem ação do tratamento ou aquelas 

onde nada se verifica, podem interferir diretamente nos resultados médios dos 

tratamentos avaliados nos experimentos. 

Valorizando essa forma de avaliação, Abaigar et al., (1999), baseados na 

distribuição bimodal e com o alto desvio associado com marcantes extensões dos 

dados, refletiram a presença de sub-populações na amostra global. Essas 

extensões tendem a mascarar os efeitos do tratamento se os parâmetros forem 

examinados individualmente, devido ao desvio padrão alto não permitir sua 

detecção por testes baseados apenas na variância. 
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Situação similar pode ser verificada ao analisar a Tabela 2, na qual existe 

alta dispersão dos valores, indicada pela amplitude de variação dos dados. 

Com essa nova forma de registro da avaliação pode-se verificar a cinética 

individual dos espermatozóides, obtendo-se uma resposta multivariada, pois a 

análise computadorizada do movimento espermático fornece informações para um 

grande conjunto de variáveis entre elas, VAP; VSL; VCL; ALH; BCF; STR; LIN; 

SIZE; ELONG, sendo os dados fornecidos diretamente pelo computador como 

valores médios (tradicional) ou individuais (nova proposta). Tal idéia vem 

ganhando espaço na análise de dados dos experimentos com espermatozóides 

(MORTIMER, 1997; ABAIGAR, et al., 1999; ABAIGAR, et al., 2001; VERSTEGEN 

et al., 2002; QUINTERO-MORENO et al., 2003; MORTIMER e MAXWELL, 2004; 

AMANN e KATZ, 2004; NÚÑEZ-MARTINEZ et al., 2006). 

Neste estudo, o menor número de observações foi para o carneiro número 

2, com sete espermatozóides enquanto o animal de número 26 teve o maior 

número de observações, com 749 espermatozóides. Em média foram analisadas 

224 células por animal. 

Após avaliação das três provas determinantes da categoria espermática, 

baseadas no potencial de membrana mitocondrial, houve a redução para apenas a 

prova com a combinação MITO. 

Isto ocorreu devido à prova com a combinação JC-1 mostrar-se elitista para 

os objetivos do presente estudo, selecionando apenas uma pequena população 

celular possuidora de alta atividade mitocondrial, segregando as demais para um 

conjunto denominado baixo potencial. 
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A prova com a combinação da sonda R-123 pode ter sofrido a ação do 

período de incubação de 30 minutos, o qual é inerente à metodologia. Tal 

condição pode gerar uma aceleração do processo de capacitação espermática, 

culminando com a reação acrossomal, visto que a maior porcentagem de 

espermatozóides lesionados foi verificado neste teste de combinação de sondas 

fluorescentes, detectados pelas categorias: 3. Membrana plasmática intacta, 

acrossomo lesado e com potencial de membrana mitocondrial; 4. Membrana 

plasmática intacta, acrossomo lesado e sem potencial de membrana mitocondrial; 

7. Membrana plasmática lesada, acrossomo lesado e com potencial de membrana 

mitocondrial e 8. Membrana plasmática lesada, acrossomo lesado e sem potencial 

de membrana mitocondrial (TAB. 4). Na Tabela 5 é evidenciado um resumo 

descritivo das alterações, considerando-se os domínios das membranas. 

O fenômeno da capacitação espermática é marcado pelo início dos eventos 

de desestabilização da membrana, os quais eventualmente poderiam levar a 

célula à morte (MORTIMER, 1997). 

Pérez et al., (1997) avaliaram a incubação do sêmen in natura de ovinos à 

temperatura ambiente, verificando que uma sub-população dentro da amostra 

pode se tornar capacitada espontaneamente. Essa sub-população, por hipótese, 

possuiria uma quantidade menor de fatores decapacitantes, ou mesmo, os 

perderia com maior facilidade. 
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TABELA 5: Freqüências (%) da distribuição por domínios dos compartimentos dos 
espermatozóides de 26 carneiros da raça Santa Inês após o processo de 
congelação/descongelação avaliados em microscopia epifluorescente por 
diferentes combinações de sondas fluorescentes: IP (iodeto de propídeo); FITC-
PSA (aglutinina Pisum sativum) e JC-1 (J-agregados), MITO (Mitotracker Green 
FM), R-123 (Rodamina 123) 

 Domínios 
Potencial 

membrana 
mitocondrial 

Potencial 
membrana 

mitocondrial 
Combinação 
das sondas 

Membrana 
plasmática 
lesada - % 

Membrana 
acrossomal 
lesada - % baixo - % sem - % 

IP/PSA/JC-1 49,1 26,7 97,9 -- 

IP/PSA/MITO 64,8 24,4 -- 45,5 

IP/PSA/R-123 52,0 51,5 -- 63,4 

 
Valcárcel et al., (1997) demonstraram que, pelo menos 30% dos 

espermatozóides ovinos, que apresentam motilidade após os processos de 

criopreservação, possuem suas membranas lesionadas. Desta forma, eles 

rapidamente perdem sua motilidade a 37º C, tornando-se afuncionais in vivo. Para 

Pérez et al., (1996), os espermatozóides ovinos no sêmen congelado demandam 

menor tempo para a ocorrência da capacitação in vitro, evidenciando assim, uma 

capacitação prematura. 

Concomitante à capacitação estão os fenômenos de hiper-ativação e de 

reação acrossomal. Devido à hiper-ativação ser causada por mudanças no padrão 

de movimento flagelar, a capacitação provavelmente envolve alterações nas 

propriedades físicas e químicas da membrana plasmática da cauda e da cabeça 

dos espermatozóides (MORTIMER, 1997). 

Nos espermatozóides de hamster, a hiper-ativação foi associada com a 

redução da freqüência de batimento flagelar e o aumento da curvatura flagelar 

(MORTIMER, 1997). 
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Com a evolução na análise da cinética espermática pelo sistema CASA, 

tornou-se possível evidenciar parâmetros que poderiam indicar a hiper-ativação na 

maioria das espécies estudadas, sendo eles, altos valores para VCL e de ALH e 

baixos para LIN ou WOB. Tais propriedades refletem diretamente as 

características do movimento flagelar, havendo maior amplitude das ondulações 

flagelares, assim como maior flexibilidade da peça intermediária proximal. A hiper-

ativação é um fenômeno flagelar, mesmo freqüentemente sendo avaliada pelos 

movimentos da cabeça espermática (MORTIMER, 1997, VERSTEGEN et al., 

2002, BUFFONE et al., 2004). 

Diante do exposto, determinou-se a classificação dos animais pelo emprego 

do teste MITO, ranqueando o sêmen congelado dos carneiros nas oito categorias. 

Esse resultado é apresentado na Tabela 6. 

Após análise inicial dos dados (TAB. 2, 3 e 4) verificou-se ser importante 

considerar como resposta à variabilidade apresentada pelos carneiros, 

respectivamente em cada variável, exceção feita para as variáveis, mitocôndria e 

motilidade, cuja medida considerada foi a mediana e a média dos valores, para 

cada animal. 

A variabilidade torna-se importante devido a trabalhos que mostram a 

presença de sub-populações distintas no ejaculado de algumas espécies 

(ABAIGAR et al.,1999, ABAIGAR et al., 2001, QUINTERO-MORENO et al., 2003, 

NÚÑEZ-MARTINEZ et al., 2006). 

 

 



Resultados e Discussão 
_____________________________________________________________ 

91

TABELA 6: Categorização geral do sêmen congelado de 26 carneiros da raça 
Santa Inês determinada pela associação das sondas fluorescentes iodeto de 
propídeo, aglutinina de Pisum sativum conjugada com o isotiocianato de 
fluoresceína (FITC-PSA) e Mitotracker Green FM (CELEGHINI, 2005 adaptada) 

Categoria Número do carneiro 

1.  - 

2.  14, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 25, 26 

3.  - 

4.  - 

5.  1, 2, 6, 9, 11, 12, 15, 17 

6.  7, 10, 13, 22 

7.  3, 4, 5, 8 

8.  16 
1. Membrana plasmática intacta, acrossomo intacto e com potencial de membrana mitocondrial; 2. Membrana plasmática intacta, acrossomo 
intacto e sem potencial de membrana mitocondrial; 3. Membrana plasmática intacta, acrossomo lesado e com potencial de membrana 
mitocondrial; 4. Membrana plasmática intacta, acrossomo lesado e sem potencial de membrana mitocondrial; 5. Membrana plasmática 
lesada, acrossomo intacto e com potencial de membrana mitocondrial; 6. Membrana plasmática lesada, acrossomo intacto e sem potencial 
de membrana mitocondrial; 7. Membrana plasmática lesada, acrossomo lesado e com potencial de membrana mitocondrial; 8. Membrana 
plasmática lesada, acrossomo lesado e sem potencial de membrana mitocondrial 

 

Abaigar et al., (2001) encontraram quatro sub-populações ao analisarem o 

sêmen refrigerado de gazelas. Nesse estudo, a sub-população 3 representou mais 

de 50% da amostra e foi determinado que ela representava a população de 

células com maior movimento progressivo, a qual foi relacionada com os valores 

de motilidade convencional das amostras. 

Núñez-Martinez et al., (2006), trabalhando com sêmen canino in natura e 

congelado, encontraram a presença de 11 e 9 sub-populações, respectivamente. 

Com o objetivo de reduzir a dimensionalidade, para facilitar o entendimento 

dos dados, optou-se por uma técnica exploratória multivariada de dados 

conhecida como Análise Fatorial. 

Após análise preliminar foram consideradas como variáveis importantes 

para a interpretação dos fatores as variáveis: VAP; VSL; VCL; ALH; BCF; STR; 
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LIN; ELONG; MITO; MT. Seguindo os critérios das raízes latentes maiores que 1 

(F1: 4,6; F2: 2,50 e F3: 1,38) e também a percentagem da variabilidade total dos 

dados explicada pelos fatores, optou-se por utilizar como dimensionalidade final 

aquela dada por três fatores com 79% de explicação da variabilidade total (TAB. 

7). 

Apesar de não se considerar a população total dos espermatozóides com 

objetivo de agrupá-los sem a informação da sua procedência, verificou-se a 

existência de três agrupamentos quanto às características analisadas (F1, F2 e 

F3). 

Ao analisar a literatura, verificou-se a mesma preocupação por parte de 

vários autores, os quais consideravam essa grande quantidade de parâmetros 

analisados muitas vezes confusos para uma real interpretação dos dados, visto 

que muitos deles derivam de operações matemáticas onde eles fazem parte 

efetivamente do resultado. 

Para Quintero-Moreno et al., (2003), esse é um problema existente no 

sistema Casa, onde o grande número de parâmetros fornecidos pelo 

equipamento, na maioria das vezes, está altamente correlacionado. Isto torna 

difícil uma avaliação objetiva de quais os parâmetros que poderiam explicar 

acuradamente o movimento espermático. 

Segundo Abaigar et al., (2001), a grande quantidade de dados gerada pelo 

sistema CASA poderia ser simplificada, tornando-o mais informativo, além do 

programa do computador ter sido designado para detectar grupos com grandes 

afinidades de dados, não sendo limitado à sua distribuição na amostra. 
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Desta maneira, após a padronização dos valores apresentados obteve-se 

as cargas fatoriais que estão apresentadas na Tabela 7. Pode-se verificar pela 

Tabela 7 que as cargas do primeiro fator F1 são positivas e têm valores altos para 

as variáveis VAP, VSL, STR e LIN, que foi interpretado com um fator relacionado à 

progressividade do movimento. Para o segundo fator F2, as cargas com sinal 

negativo, associam as variáveis VCL, ALH e MT, que representam um fator de 

deslocamento espermático sem considerar a direção do movimento. Para o 

terceiro fator F3, estão associadas as variáveis BCF, MITO e ELONG, cuja 

interpretação diz respeito à energia disponível/ disponibilizada para a 

movimentação espermática. 

 

TABELA 7: Cargas fatorias e comunalidade, por variável, para fatores não 
rotacionados e fatores rotacionados pelo método VARIMAX e, variação percentual 
explicada através de cada fator e total 

Fatorial não rotacionada Fatorial rotacionada 
Variável F1 F2 F3 F1 rot F2 rot F3 rot Comunalidade 

VAP 0,98 0,11 -0,11 0,89 -0,40 0,19 98 % 

VSL 0,98 0,14 -0,04 0,88 -0,37 0,25 98 % 

VCL 0,64 -0,59 -0,29 0,30 -0,85 -0,12 84 % 

ALH 0,12 -0,77 -0,27 -0,22 -0,75 -0,27 69 % 

BCF -0,33 0,17 -0,76 0,03 0,24 -0,82 73 % 

STR 0,27 0,52 -0,46 0,90 0,09 -0,22 88 % 

LIN 0,64 0,62 0,01 0,83 0,21 0,24 79 % 

ELONG -0,35 -0,43 -0,57 -0,34 -0,25 -0,67 62 % 

MITO -0,38 0,65 -0,29 0,10 0,72 -0,34 64 % 

MT 0,73 -0,48 0,10 0,32 -0,77 0,28 78 % 

Variância Explicada 34 % 29 % 16 %    79 % 
VAP - Velocidade curvilínea sobre um trajeto uniforme desprezando-se o deslocamento lateral da célula espermática; VSL - Velocidade 
retilínea considerando-se a trajetória espermática uma reta; VCL - Velocidade de deslocamento real dos espermatozóides; ALH - 
Deslocamento lateral de cabeça; BCF - Freqüência de batimento; LIN – Linearidade; STR - Índice retilíneo do movimento espermático; MT - 
Motilidade total 
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As definições do papel dos fatores F1, F2 e F3, além da observação direta 

da aplicabilidade desses parâmetros na avaliação tradicional da cinética 

espermática, baseou-se nas descrições da literatura. Núñez-Martínez et al., (2006) 

procederam análise similar a desse experimento no sêmen congelado de cães, 

empregando fatores rotacionados pelo método VARIMAX, obtendo um padrão bi-

dimensional, sendo o fator 1 relacionado às velocidades VCL, VAP, VSL e ao 

parâmetro ALH, enquanto o fator 2, às características específicas do movimento 

espermático tais como, LIN, STR e WOB. Com essa metodologia, esses autores 

resumiram as variáveis inicialmente obtidas, de sete para dois componentes 

principais. 

Assim como as mitocôndrias existentes na peça intermediária, que 

fornecem energia para o movimento flagelar, Mortimer (1997) descreveu que o 

parâmetro BCF foi desenvolvido para dar uma indicação da freqüência de 

batimento flagelar, baseado nos fatos de que cada ponto da trajetória seria 

resultado da mudança no batimento, e cada momento em que o caminho 

curvilíneo cruza o caminho médio, o resultado de um novo batimento flagelar. 

A partir desse dado foi realizada a determinação dos escores dos 

coeficientes dos fatores considerando as variáveis (TAB. 8), permitindo determinar 

a seguir essa relação para cada carneiro, agrupado-os (TAB. 9). 

Na literatura, vários pesquisadores aplicaram metodologia similar, como por 

exemplo, Quintero-Moreno et al., (2003), que agruparam os parâmetros oferecidos 

pelo sistema CASA em cinco grupos, sendo que os parâmetros com maior 

coeficiente de determinação (r2) dentro dos grupos foram os selecionados para a 

análise e determinação das sub-populações espermáticas. Os agrupamentos 
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foram variáveis em função da espécie estudada, condição a que a amostra foi 

submetida (sêmen in natura, refrigerado ou congelado). 

 

TABELA 8: Escore dos coeficientes dos fatores considerando-se os parâmetros 
de cinética espermática fornecidos pelo sistema CASA para o sêmen congelado 
de 26 carneiros da raça Santa Inês, tendo como base a variabilidade existente na 
amostra 

Fatores 
Variável F1 F2 F3 

VAP 0,24 -0,09 -0,001 

VSL 0,23 -0,08 0,04 

VCL 0,07 -0,30 -0,17 

ALH -0,08 -0,30 -0,19 

BCF 0,12 0,05 -0,55 

STR 0,32 0,07 -0,26 

LIN 0,25 0,13 0,07 

ELONG -0,04 -0,14 -0,43 

MITO 0,11 0,25 -0,21 

MT 0,03 -0,25 0,11 
VAP - Velocidade curvilínea sobre um trajeto uniforme desprezando-se o deslocamento lateral da célula espermática; VSL - Velocidade 
retilínea considerando-se a trajetória espermática uma reta; VCL - Velocidade de deslocamento real dos espermatozóides; ALH - 
Deslocamento lateral de cabeça; BCF - Freqüência de batimento; LIN – Linearidade; STR - Índice retilíneo do movimento espermático; MT - 
Motilidade total 

 
Após a redução de dimensionalidade dez para dimensionalidade três, a 

distribuição dos indivíduos pode ser visualizada através da aplicação de análise de 

agrupamento, dendograma, conforme a Figura 1. 
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TABELA 9: Escore dos fatores rotacionados (rot) para 26 amostras de sêmen 
congelado carneiros da raça Santa Inês com base na variabilidade 

 Escore 

Carneiro F1rot F2 rot F3 rot 

01 -0,35 -0,30 -2,26 

02 -2,21 -2,34 0,31 

03 0,22 1,52 0,36 

04 -1,15 1,63 0,31 

05 0,49 1,14 -0,27 

06 -0,81 -0,09 -0,36 

07 -0,45 -0,43 -0,44 

08 -0,73 0,43 -1,94 

09 -0,50 0,19 -0,27 

10 1,01 0,74 -0,21 

11 0,59 -0,55 -0,75 

12 0,92 0,90 0,42 

13 -2,83 -1,24 1,38 

14 -0,68 -0,43 0,81 

15 0,42 0,11 -0,50 

16 -0,64 0,56 -0,87 

17 0,91 -0,08 1,11 

18 0,84 -0,98 1,15 

19 0,79 -0,44 -0,65 

20 -0,01 -1,03 0,39 

21 1,01 0,10 -0,57 

22 0,65 1,60 0,57 

23 0,50 -1,10 2,12 

24 0,87 0,03 1,33 

25 0,85 -0,95 -0,89 

26 0,31 -1,45 -0,27 

Raiz latente 4,06 2,50 1,38 
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Quintero-Moreno et al., (2003) encontraram para o sêmen eqüino in natura 

e refrigerado, a presença de quatro sub-populações distintas, sendo que, após o 

processo de refrigeração, evidenciou-se um deslocamento das porcentagens de 

espermatozóides presentes em cada classe. 
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FIGURA 1: Dendrograma, representação gráfica do processo de agrupamento 
hierárquico de 26 amostras de sêmen congelado de carneiros da raça Santa Inês, 
baseado na variabilidade, com valor de similaridade máxima igual a 100,00. 
 

Ao analisaram o sêmen refrigerado de cachaços, Quintero-Moreno et al., 

(2004) encontraram três sub-populações. Martinez-Pastor et al., (2005) obtiveram 

a formação de quatro agrupamentos de reprodutores considerando a 

congelabilidade da amostra, com 3 sub-populações. 
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Esses autores relataram que na literatura consultada, independente da 

forma de análise para agrupamento (clustering), da espécie ou da fonte dos 

espermatozóides (ejaculado ou epidídimo), três ou quatro sub-populações na 

média, foram detectadas. 

Segundo Martinez-Pastor et al., (2005), um efeito fundamental do método 

de agrupamento é a seleção do número final de grupos obtidos para a análise. O 

estudo da distância dos agrupamentos e dos dendogramas produzidos pelo 

agrupamento hierárquico pode, significativamente, ajudar, especialmente quando 

tem se conhecimento prévio da estrutura interna dos dados analisados. 

Para explicar os agrupamentos, lançou-se mão do recurso de disposição 

tridimensional das amostras de sêmen congelado dos carneiros apresentado na 

Figura 2. 

O sêmen congelado dos carneiros 2, 4 e 13 é muito diferente do restante 

dos animais. Desta maneira, abaixo do nível de similaridade dos animais 4 e 13 

traçou-se uma linha horizontal de corte, obtendo-se assim a formação de 9 grupos 

distintos, denominados A, B, C, D, E, F, G, H, e I. 

Abaigar et al., (1999 e 2001) empregaram um processo semelhante para a 

formação dos agrupamentos das sub-populações espermáticas. 

As amostras provenientes dos animais 2, 4 e 13 formam grupos unitários. 

Para a amostra do animal número 2 (grupo C), foram encontrados valores baixos 

nos três fatores. No material dos animais 4 (grupo G) e 13 (grupo H) encontrou-se 

valores baixos em progressividade do movimento e disponibilidade de energia, 

porém com bom deslocamento. 
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As amostras de sêmen congelado dos animais 2, 4 e 13 foram 

consideradas como outliers, fato freqüentemente verificado na literatura (GARNER 

et al., 1997). 
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FIGURA 2: Gráfico representativo de 26 amostras de sêmen congelado de 
carneiros da raça Santa Inês, baseado na variabilidade, dado pelos escores 
fatoriais rotacionados F1 rot (variáveis VAP, VSL, STR e LIN), F2 rot (variáveis 
VCL, ALH e MT) e F3 rot (variáveis BCF, MITO e ELONG). 

IND – número do animal 
 

Apesar de não empregarem o agrupamento de parâmetros, trabalhando 

apenas com a análise da motilidade convencional e a com a combinação das 

sondas JC-1, MITO e R-123, Garner et al., (1997) avaliando sêmen congelado de 

touros também detectaram animais outliers. Eles atribuíram esse fato à dificuldade 

de acessar a motilidade nas amostras com baixa qualidade. 
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Núñez-Martínez et al., (2006) aplicaram o agrupamento de parâmetros de 

forma similar a esse experimento e detectaram outliers, os quais, devido à sua 

influência no processo de agrupamento, foram excluídos da análise. 

Para os carneiros 1 e 8 (grupo A), encontrou-se os melhores valores de 

energia, porém fraco em progressividade e mediano em deslocamento. 

No grupo constituído pelos animais 11, 19, 25, 15 e 21 (grupo B), bons 

valores de progressividade e valores de mediano para baixo em deslocamento e 

disponibilidade de energia foram verificados. 

Para o grupo formado pelos carneiros 6, 9, 7 e 16 (grupo D) verificam-se 

baixos valores em energia disponível e progressividade e valores medianos em 

deslocamento espermático. 

O grupo dos animais 14, 20 e 26 (grupo E) apresentou-se com baixos 

valores de energia disponível e deslocamento, sendo o carneiro 14 fraco em 

direção, e os demais animais com valores medianos para progressividade. 

O grupo dos animais 3, 22, 5, 10 e 12 (grupo F) com altos valores de 

progressividade e deslocamento, porém apresentaram valores ruins em 

disponibilidade de energia. 

Em seu estudo com sêmen de cães, Núñez-Martínez et al., (2006) 

levantaram a hipótese de que os agrupamentos possuidores dos maiores valores 

de velocidade e com movimento mais progressivo seriam considerados com maior 

potencial para a fertilização. 

O grupo dos animais 17, 24, 18 e 23 (grupo I) apresenta em seu material, 

alto valor para progressividade, de mediano para baixo em deslocamento e fraco 

em energia disponível. 
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Abaigar et al., (1999) obtiveram três agrupamentos dos espermatozóides in 

natura de cachaços sendo que no grupo 1 foram verificados espermatozóides com 

alto movimento progressivo (alto VSL) e vigorosa ação flagelar (alto BCF). No 

grupo 2, observaram espermatozóides com movimento ativo (alto VCL) mas com 

redução significativa da progressão (baixo VSL e alto ALH). No grupo 3 houve, 

provavelmente, células lentas e degeneradas devido a todos os parâmetros dos 

grupos 1 e 2 estarem baixos. 

Quintero-Moreno et al., (2004), também estudaram o sêmen refrigerado de 

cachaços e verificaram três sub-populações sendo observado na sub-população 1, 

os espermatozóides mais rápidos, com baixa linearidade. Na segunda sub-

população, foram agrupados 90% dos espermatozóides, sendo estes 

caracterizados por baixa velocidade, alta progressividade, movimento pouco 

ondulante, sendo o valor de BCF similar às demais sub-populações. A sub-

população 3, não apresentou movimento linear (alto ALH), contudo as células 

possuíam alto valor de VAP, indicando espermatozóides muito ativos. Contudo, ao 

analisarem a estrutura das sub-populações de cada reprodutor, não verificaram 

grandes variações entre os animais, sendo apenas o valor de VAP discordante 

entre eles. 

Na análise do sêmen canino, Núñez-Martínez et al., (2006), verificaram 

91% da variabilidade acumulada utilizando-se de dois fatores. Esses 

pesquisadores não incluíram em suas análises parâmetros como BCF ou MITO, 

responsáveis pela formação do fator F3 neste experimento. Contudo, relataram a 

importância da inclusão da avaliação das mitocôndrias na análise multivariada, 
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visto que se caracterizavam como estruturas sensíveis ao processo de 

criopreservação. 

A análise no plano bidimensional permite uma avaliação direta do 

comportamento das células, visto que há possibilidade de cortes desse plano, 

produzindo quadrantes, conforme demonstrado na figura 3. Contudo, dependendo 

das variáveis/parâmetros inicialmente empregadas e dos fatores gerados, poderá 

haver a redução da variabilidade acumulada, como ocorreu neste experimento 

(79% vs 63%). 

A Figura 3 apresenta, no plano bidimensional, a disposição dos animais, 

segundo os fatores F1 e F2, que, conjuntamente, explicam 63% da variabilidade 

total. 

Martinez-Pastor et al., (2005) procederam comparação similar entre os 

dados de agrupamento de reprodutores fornecidos pelo dendograma frente à 

avaliação bidimensional utilizando os dois principais fatores. Contudo, esses 

autores obtiveram quatro agrupamentos de reprodutores, possibilitando a 

representação, através de elipses, do dendograma no plano bidimensional. Tal 

situação não será possível neste gráfico, visto a sobreposição das linhas de 

agrupamento. 

De forma similar a esse experimento, Núñez-Martínez et al., (2006), 

empregando o plano bimodal, verificaram a possibilidade do agrupamento dos 

cães mediante os resultados da análise multivariada, concluindo que o grupo de 

cães que apresentavam as maiores velocidades antes da congelação, 

apresentaram melhores resultados após o processo de criopreservação. Essa 

constatação pode abrir possibilidades práticas no estudo da conservação do 
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sêmen nas diferentes espécies. Esses pesquisadores também evoluíram a idéia 

no sêmen canino, determinando índices para a velocidade e o movimento 

espermático por meio de equações matemáticas. 
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FIGURA 3: Disposição de 26 amostras de sêmen congelado de carneiros da raça 
Santa Inês, baseada na variabilidade, no plano bidimensional considerando os 
fatores rotacionados F1 (variáveis VAP, VSL, STR e LIN) e F2 (variáveis VCL, 
ALH e MT). 

IND – número do animal 
 

Reitera-se que, apesar de muitos trabalhos terem sido publicados com o 

sistema CASA, os resultados poderiam ser mais esclarecedores, visto que, em 

muitos casos há apenas a comparação de médias. 

Apesar de não ser ainda muito empregado, o método de análise 

multivariada das sub-populações espermáticas, segundo revisão feita por 
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Martinez-Pastor et al., (2005), evidenciou aspectos interessantes dos 

experimentos, situação não constatada com a análise estatística “clássica” 

baseada em médias. 

Outro aspecto a ser considerado é que, muitas vezes, não se possui idéia 

do real valor numérico dos parâmetros analisados, assim como seu papel nos 

aspectos de fertilidade da amostra. De forma geral, há a adoção da idéia: quanto 

maior o valor do parâmetro em questão, melhor a amostra. Contudo, torna-se 

claro que muitos parâmetros devem permanecer dentro de limites fisiológicos para 

sua condição de manipulação, tornando assim, a célula espermática viável para 

desempenhar seu papel durante o processo da fertilização. 

Avaliações clássicas dos dados do sistema CASA mostram que a 

distribuição normal raramente é encontrada. Distribuições bimodais e distorcidas 

geralmente ocorrem em conjunto com marcantes amplitudes de variação, as quais 

refletem a presença de sub-populações distintas dentro da amostra. Tais 

amplitudes tendem a mascarar os efeitos de tratamento se os parâmetros 

analisados forem avaliados individualmente, devido aos desvios padrão serem 

muito altos para permitir sua detecção pelos testes estatísticos. Esse problema é 

causado parcialmente pela existência de sub-populações, onde mesmo que 

algumas possam ser afetadas pelo tratamento, outras não respondem, podendo 

confundir as tentativas de análise por interferirem nas médias. 

Quintero-Moreno et al., (2004), não verificaram correlação significativa na 

taxa de concepção ou de prolificidade com a qualidade do sêmen refrigerado em 

suínos, quando analisaram as médias dos resultados.  
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Núñez-Martínez et al., (2006) relataram esse problema ao realizarem, de 

forma comparativa, a análise estatística clássica e a multivariada no sêmen in 

natura e congelado de cães. Não houve efeito significativo da criopreservação 

sobre a porcentagem total de células móveis na avaliação tradicional, enquanto 

que foram evidenciadas mudanças significativas nas características da cinética 

espermática (redução da porcentagem de células com motilidade progressiva, das 

velocidades, havendo, particularmente, a redução significativa no agrupamento de 

células com alta velocidade). 

Uma solução para esse problema é avaliar a estrutura das sub-populações 

presentes na amostra antes de tecer hipóteses, usando a natureza multivariada do 

CASA para ajudar a reconhecer os diferentes tipos de células dentro da amostra 

global (ABAIGAR et al., 1999). 

Talvez o conceito de bons e maus congeladores como postulado, estenda-

se das variações do sêmen de diferentes indivíduos até à habilidade individual dos 

espermatozóides dentro da mesma amostra em sobreviver à criopreservação. 

Este é um aspecto importante, pois muitos centros poderão realizar 

avaliações prévias das sub-populações de espermatozóides durante os 

procedimentos do exame andrológico, predizendo as amostras que apresentarão 

os melhores resultados pós-congelação (CONNELL et al., 2002). 

Atualmente, a presença de várias sub-populações dentro da amostra global 

dos espermatozóides é amplamente aceita pela comunidade científica. Entretanto, 

o mecanismo da formação dessas sub-populações e seu papel fisiológico ainda 

não estão claros. Para muitos pesquisadores, a compreensão da susceptibilidade 

à capacitação e a habilidade de realizar a fertilização, dependerão do estudo das 
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sub-populações de espermatozóides (QUINTERO-MORENO et al., 2004; 

MARTINEZ-PASTOR et al., 2005). 

Para Quintero-Moreno et al., (2003), tal idéia já foi comprovada, pois 

estudando espermatozóides de garanhões, encontraram que ejaculados com alta 

fertilidade tinham em comum uma parcela especial da sub-população. 

Da análise dos dados e da confrontação com a literatura consultada, é 

possível uma nova perspectiva de avaliação da cinética espermática, visto que a 

detecção e a compreensão das sub-populações poderá fornecer importantes 

resultados para a monitorização dos espermatozóides, principalmente quando 

associada a testes de fertilidade. 
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7. CONCLUSÕES 

 

A análise computadorizada do movimento espermático (CASA) no sêmen 

congelado de ovinos fornece informações necessárias ao entendimento da 

cinética das sub-populações, viabilizando que centenas de células sejam 

avaliadas durante um procedimento de rotina, possibilitando ampliar os horizontes 

do conhecimento da biotecnologia da criopreservação, incrementando no futuro a 

taxa de fertilidade com o uso da inseminação artificial com sêmen congelado. 

A identificação das diferenças fisiológicas e cinemáticas das sub-

populações, associada à combinação de sondas fluorescentes na avaliação da 

fertilidade do sêmen congelado dos carneiros, poderá auxiliar na discussão de 

fatores que limitam a habilidade do sêmen congelado atravessar as barreiras que 

o levariam até o sítio de fertilização. 

Os softwares presentes nos modelos do sistema CASA facilitam o 

acompanhamento da cinética das sub-populações do sêmen congelado ovino, 

pois agrupam em uma só análise, os parâmetros de avaliação da cinética 

associados ao seu correspondente da integridade das membranas dos 

espermatozóides, determinado pela combinação das sondas fluorescentes. 

Desconsiderar a existência e, principalmente, os efeitos biológicos da 

presença das sub-populações espermáticas nos resultados médios torna-se 

temerário devido às imprecisões na obtenção de resposta aos estímulos propostos 

nos ensaios de criopreservação do sêmen. 
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Com o uso da análise estatística multivariada do sêmen congelado ovino, 

foi possível determinar no sistema de análise computadorizada do movimento 

espermático que o parâmetro da cinética espermática BCF (freqüência de 

batimentos) expressa analogia com as características obtidas na avaliação em 

microscopia epifluorescente com a combinação das sondas IP; FITC-PSA e MITO, 

empregadas na determinação da condição das membranas plasmática, 

acrossomal e mitocondrial, respectivamente. 

A análise estatística multivariada do sêmen congelado ovino mostra-se 

mais informativa do que a avaliação clássica, ainda baseada em valores médios e 

em dados de variância. 

Por possibilitar o agrupamento de amostras de sêmen congelado levando 

em conta diversos parâmetros de cinética e de integridade dos compartimentos 

celulares pela combinação de sondas fluorescentes das unidades espermáticas de 

forma individual, a análise multivariada oferece a possibilidade da realização de 

ensaios com um número menor de indivíduos, o que reduz o custo da execução 

de alguns projetos. 
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9. ANEXO I 

 

9.1. Meio diluente Glicina Gema Leite (GONZALEZ et al., 1996) para 
congelação do sêmen ovino 

 

Solução A 

Glicina – Botica ao veado d`ouro (lote 01 F 097) 1,40 g

Citrato de Sódio - Merck KGaA (artigo 1064481000) 2,97 g

Água deionizada e destilada 100 mL

  

Solução B 

Frutose 3,00 g

Água deionizada e destilada 100 mL

  

Solução Mãe 

Solução A 100 mL

Solução B 100 mL

Penicilina G-sódica ou potássica 0,033 g

Dihidroestreptomicina 0,1 g

  

Meio de Congelação 

Meio I Quantidade 
(mL) 

Meio II Quantidad
e (mL) 

Solução Mãe 60,0 Solução Mãe 54,6 

Gema de ovo 20,0 Gema de ovo 20,0 

O E P 
Procter; Gamble 

0,4 O E P 
Procter; Gamble 

0,4 

Leite desnatado 11% 15,0 Leite desnatado 11% 15,0 
Água deionizada e 
destilada 

4,6 Glicerol 10,0 
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9.2. Diluição e preparo das sondas soluções fluorescentes 
(CELEGHINI, 2005) para avaliação das membranas espermáticas 

 

9.2.1. Iodeto de Propídio - IP 

Solução Estoque de IP: 25 mg/mL 

IP - Sigma-Aldrich 28,707-5, frasco com 25 mg 25,0 mg 

DMSO - Sigma-D2650, caixa com 5 frascos de 5 mL 1,0 mL 

 

Solução de Trabalho de IP: 0,5 mg/mL 

 Solução Estoque de IP 20,0 µL 

 PBS 980,0 µL 

 

Solução de Trabalho de IP: 2,0 mg/mL 

 Solução Estoque de IP 80,0 µL 

 PBS 980,0 µL 

Obs: - Aliquotar as soluções e mantê-las congeladas e protegidas da luz. 
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9.2.2. FITC-PSA 

Solução Estoque de Azida de Sódio: 1% 

Azida de Sódio - Sigma-S8032, frasco com 25 g 0,2 g 

PBS 20,0 mL 

 

Solução de Trabalho de FITC-PSA: 100 µg/mL 

Solução Estoque de Azida de Sódio 10,0 µL 

FITC-PSA - Sigma L-0770, frasco com 2 mg 2,0 mg 

Obs: - aliquotar e manter resfriado a 4oC e protegidas da luz. 

 

9.2.3. Rodamina 123 (R-123, Molecular Probes, R-302 – 25 mg) 

Solução estoque (DMSO) 5 mg/mL

Solução de trabalho (DMSO) 0,2 mg/mL (0,53 mM)

Aliquotar as soluções e mantê-las congeladas e protegidas da luz. 

 

9.2.4. Mitotracker Green FM (MITO, Molecular Probes, M-7514, 20 x 50 µg) 

Solução de trabalho (DMSO) 1,0 mM
Aliquotar as soluções e mantê-las congeladas e protegidas da luz. 
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9.2.5. JC-1 

Solução Estoque de JC-1: 5 mg/mL 

JC-1 - Molecular Probes, T-3168, frasco com 5 mg 5,0 mg 

DMSO 1,0 mL 

 

Solução de Trabalho de JC1: 153 µM 

Solução Estoque de JC-1 10,0 µL 

DMSO 490,0 µL 

Obs: - aliquotar as soluções e mantê-las congeladas e protegidas da luz. 

 

9.2.6. Solução de X-Cell®14 

 Glucose Anidra 76,6 g 

 Citrato de Sódio Bi-hidratado 14,3 g 

 Bicarbonato de Sódio 2,6 g 

 EDTA 8,6 g 

 Cloreto de Potássio 2,5 g 

 Sulfato de Gentamicina 0,4 g 

 

SOLUÇÃO DE X-CELL  

 X-Cell 43,4 g 

 Água Mili Q (qsp) 1000,0 mL 

pH e Osmolaridade: 6,89 e 274 mOsm/Kg respectivamente; Armazenar a 5oC. 

                                                 
14 IMV Technologies (IMV), França 
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9.3. CASA - Hamilton IVOS 12.3 - Setup15 12.3 

ANALYSES SETUP 
Frame Rate 60 Hz 

Frames Acquired 30 

Minimum Contrast 56 

Minimum Cell Size 5 

Threshold Straightness 80.0 

Medium VAP Cut-Off 80.0 

Low VAP Cut-Off 20.0 

Low VSL Cut-Off 0.0 

Nom-Motile Head Size 2 

Nom-Motile Head Intensity 50 

 
MINIMUM  MAXIMUM 

0.43 Static Size Limits 10.0 

0.64 Static Size Limits 1.35 

10 Static Elongation Limits 80 

 
CALIBRATION 
Magnification 1.95 

 
VIDEO SOURCE 
Frequency 60 Hz 

Field DARK 

 
ILUMINATION 
Intensity 2400 

Photometer:                                     Low 73 

                                                        High 125 

 
 
 

                                                 
15 Technical Guide, Hamilton Thorne Biosciences, chapter 2: Starting Parameters for Various Species - Ram, 2005. 
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Baixar livros de Química
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Baixar livros de Serviço Social
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