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Resumo 
 

Parâmetros convencionais utilizados para a avaliação espermática têm se mostrado limitados quanto a 
capacidade de predizer o potencial de fertilidade do sêmen. Um único teste é pouco eficaz devido ao fato que 
cada espermatozóide apresenta múltiplos compartimentos com diferentes funções a serem avaliadas. Dentre os 
principais testes de análise espermática utilizados pode-se destacar: análise subjetiva da motilidade, análise 
computadorizada do movimento espermático e morfologia, testes de separação, análise morfofuncional por 
microscopia de fluorescência ou citometria de fluxo. Embora nenhuma técnica de avaliação tomada 
isoladamente apresente sensibilidade suficiente para a determinação da fertilidade, a combinação dos diversos 
métodos tem agregado maior precisão para a estimativa do potencial de fertilização das amostras de sêmen 
bovino.  
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Abstract 
 

Conventional parameters utilized for semen evaluation have proved to be limited in order to predict the 
sperm potential fertility. A single test is not effective due the fact of each sperm cell presents multiple parts 
performing different functions. Among the most important sperm analysis tests we can highlight: subjective 
motility, computerized motility and morphology analysis, separation tests, morpho-functional analysis through 
fluorescence microscopy or flow cytometry. Although none of the techniques alone present a high efficiency to 
predict fertility, their combination may present a more accurate scenery for the estimated fertilization potential 
from bovine semen samples. The objective of this review is to describe methods of laboratory analysis of bovine 
semen. 
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Introdução 
 
A avaliação do potencial de fertilidade de uma amostra de sêmen é de grande importância para o 

emprego de biotécnicas de reprodução como a inseminação artificial (IA) e a produção in vitro de embriões 
(García-Álvarez, 2009). Entretanto, o alto custo e o consumo de tempo das avaliações, aliado a complexidade e 
dependência da estabilidade laboratorial imposta pela fertilização in vitro (FIV), tornam impraticável a adoção 
de tais métodos na rotina de análise do sêmen bovino (Hallp et al., 2005; Rodríguez-Martínez, 2005).  

Assim, os métodos utilizados em centrais de colheita e processamento de sêmen consistem basicamente 
da análise subjetiva da motilidade (antes e após estresse térmico), concentração, morfologia e integridade de 
membranas plasmática e acrossomal (Papa et al., 2008).  

Mais recentemente, os principais trabalhos descrevem a adoção de técnicas computadorizadas de 
avaliação do movimento espermático, testes de incubação e separação espermática e análise morfofuncional por 
sondas fluorescentes para o acesso ao potencial de fertilização das amostras de sêmen congelado (Crespilho, 
2007; Rodriguez-Martinez, 2007; Rodriguez-Martinez e Barth, 2007; Walthers et al., 2004).  

Deste modo, esta revisão tem como objetivo descrever os principais métodos de avaliação laboratorial 
do sêmen bovino.  
 

Morfologia espermática 
 

A análise da morfologia espermática permite a eliminação de touros com baixo potencial de fertilidade, 
evitando a entrada desses animais nos programas de congelação de sêmen e nos testes de progênie (Januskauskas 
e Zilinskas, 2002), pois sabe-se que os defeitos específicos na morfologia estrutural das células espermáticas 
correlacionam-se com a sub e infertilidade masculina (Saake et al., 1998, Pesh e Bergmann, 2006).
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Nos estudos realizados por Phillips et al., (2004) das 30 análises laboratoriais conduzidas na tentativa de 
predizer os índices de fertilidade do sêmen bovino congelado, isoladamente apenas morfologia espermática pós-
descongelação apresentou correlação significativa com a taxa de concepção pós-IA. No mesmo trabalho foi 
possível concluir que as melhores equações preditivas encontradas foram derivadas dos resultados referentes à 
morfologia espermática, permitindo, dessa forma, a identificação dos touros com maior ou menor potencial de 
fertilidade.  

Apesar da grande importância no contexto da avaliação das amostras seminais, os resultados da analise 
de morfologia espermática não apresentam uma alta sensibilidade para o acesso a fertilidade do sêmen bovino 
congelado por ser um método de avaliação subjetiva realizada por meio de microscopia óptica convencional 
(Arruda, 2004). 

Quando os defeitos morfológicos se expressam por alterações em escala nanométrica (nm) podem 
ocorrer falhas nos métodos tradicionais de avaliação (Joshi et al., 2001). Por exemplo, embora a identificação de 
espermatozóides portadores de defeitos de cabeça seja possível através de microscopia de interferência e 
diferencial (DIC; Saacke et al., 1998), a observação de elementos como o formato da cabeça do espermatozóide 
requerem o emprego de métodos mais objetivos como a análise computadorizada da morfometria espermática 
(ASMA), técnica que pode proporcionar a identificação de touros com problemas de fertilidade (Parrish e Foote, 
1987). 

 

Análise computadorizada do movimento espermático 
 
Uma das características mais importantes associadas ao potencial de fertilização é a avaliação do 

movimento espermático de uma amostra, relatando-se uma clara associação entre a ausência de movimento e os 
quadros de infertilidade (Olds-Clarke, 1996). Em termos práticos, a motilidade dos espermatozóides é estimada 
de forma subjetiva pela avaliação visual das células sob microscopia óptica convencional, representando a 
principal análise laboratorial utilizada pelas centrais de IA (Arruda et al., 2005, Crespilho et al., 2006). 

Para se obter uma técnica que demonstre maior repetibilidade, o sistema computadorizado de análise 
espermática (CASA) representa um método objetivo que gera informações importantes a respeito das 
propriedades cinéticas de um ejaculado baseando-se na avaliação individual das células (Ferreira et al., 1997, 
Januskauska e Zilinskas, 2002), o que permite a identificação de diferentes subpopulações espermáticas em uma 
amostra (Vertegen et al., 2002).  

No entanto, avaliação computadorizada do movimento espermático proporciona inconsistente 
correlação com os índices de concepção animal quando utilizada isoladamente, visto que a motilidade 
espermática representa apenas um dos vários pré-requisitos básicos indispensáveis para que os espermatozóides 
concluam com êxito sua função biológica representada pela fertilização do ovócito (Graham e Mocé, 2005). 
 

Testes de separação espermática 
 

Os procedimentos de separação espermática permitem a recuperação de espermatozóides de melhor 
qualidade, exibindo maior proporção de movimento progressivo e de células morfologicamente normais 
(Vertegen et al., 2002) o que justifica a ampla utilização das diversas técnicas nos trabalhos de fertilização in 
vitro (Samardzija et al., 2006). 

Assim, dentre os principais métodos utilizados para separação espermática destacam-se o swim-up, 
separação por gradiente descontínuo de BSA, filtração em coluna de lã de vidro, técnica do sedimento, filtração 
em coluna de sefadex/filtro de troca iônica, separação por gradiente descontínuo de Percoll e lavagem mediante 
centrifugação (Coelho et al., 2000). Entretanto, os métodos de separação baseados em lavagens e centrifugações 
podem resultar em danos irreversíveis aos espermatozóides (Centola et al., 1998), deste modo, existe a 
preferência por técnicas de separação baseadas na própria capacidade de migração espermática para efeito de 
avaliação da qualidade das amostras seminais. 
 

Avaliação morfofuncional 
 
Integridade de membrana plasmática 

A integridade de membrana plasmática (IMP) é um pré-requisito para que ocorram os eventos 
fisiológicos relacionados ao processo de fertilização, que incluem a capacitação espermática, ligação à zona 
pelúcida, reação acrossomal e fusão dos gametas (Papa, et al., 2000). A avaliação das membranas espermáticas é 
um indicador importante do sucesso da criopreservação, uma vez que são extremamente sensíveis as crio-injúrias 
e dessa forma, responsáveis por uma queda na viabilidade espermática (Yoshida, 2000). 

Para a avaliação da IMP têm sido empregado vários testes, como as colorações supra-vitais incluindo 
Tripan-Blue-Giensa e Eosina-Nigrosina, testes hiposmóticos e mais recentemente o uso das sondas fluorescentes 
que atuam por reações com enzimas citoplasmáticas ou de ligação com o DNA espermático (Brito et al. 2003, 
Arruda, et al., 2004, Tartaglione e Ritta, 2004; Rodriguez-Martínez, 2005). As preparações empregando a 
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combinação de sondas fluorescentes ou fluorocromos, avaliadas por microscopia de epifluorescência ou 
citometria de fluxo, destacam-se como as mais estudadas e utilizadas na determinação da IMP dos 
espermatozóides, gerando dados quantitativos sobre a permeabilidade relativa das membranas, conferindo 
especificidade na diferenciação entre células funcionais e afuncionais (Rodriguez-Martínez, 2003). As principais 
sondas utilizadas para determinação da viabilidade espermática são o iodeto de propídeo (PI), SYBR-14, 
Diacetato de Carboxifluoresceína (CFDA), Hoeschst 33258 (H258) e 33342 (H342), e a Concanavalina A (Conc 
A) associada ao isotiocionato de fluoresceína (Arruda et al., 2005; Graham e Mocé, 2005). 

 
Índice de apoptose 
 

A apoptose celular é um processo de morte celular programada, na qual envolve mecanismos 
bioquímicos e fisiológicos. Em mamíferos, os estudos conduzidos com sêmen demonstram que os 
espermatozóides apresentam certas características apoptóticas semelhantes as das células somáticas como a 
fragmentação de DNA ou a translocação de fosfatidilserina (Gorczyca et al., 1993; Anzar et al., 2002; Brum et 
al., 2008). Durante o início da apoptose a célula perde sua simetria de membrana plasmática. A fosfatidilserina, 
normalmente presente no interior da membrana das células saudáveis, é translocada e exposta ao meio 
extracelular, este distúrbio progressivamente pode levar às lesões de membrana (Martin et al., 1995). Anzar et al. 
(2002), utilizando a associação de anexina V-FITC e iodeto de propídio encontraram quatro diferentes 
populações espermáticas no sêmen de bovino: necróticas, semi-necróticas, apoptóticas e vivas. A anexina V 
permite a identificação de células com integridade de membrana numa fase inicial de deterioração em relação a 
utilização de uma sonda supra-vital (Vermes et al., 1995). 

 
Integridade de membrana acrossomal 
 

O acrossomo é derivado do complexo de Golgi e a ligação do espermatozóide com a zona pelúcida 
provoca a reação acrossômica resultando na liberação e ativação das enzimas acrossomais. Estes eventos em 
conjunto com a hiperativação da motilidade ajudarão o espermatozóide a penetrar a zona pelúcida (HONDA et 
al., 2002). Assim o acrossomo deve permanecer intacto antes e durante trânsito pelo trato reprodutivo da fêmea 
até ocorrer à ligação com a zona pelúcida. Quando a reação acrossômica ocorre prematuramente pode-se 
observar uma queda na fertilidade do sêmen (Silva e Gadella, 2006). 

O uso de corantes fluorescentes como Merocianina-540 ou Clortetraciclina têm sido utilizados no 
sentido de monitorar o grau de capacitação espermática e sua associação com a fertilidade do sêmen bovino 
congelado (Graham e Mocé, 2005).  

A determinação da integridade do acrossomo pode ser realizada pela combinação de sondas 
fluorescentes como o isotiocionato de fluoresceína (FITC) associado a do Ricinus communis (RCA) e Psium 
sativum (PSA) que apresentam capacidade de ligação a glicoproteínas específicas da membrana acrossomal 
(Arruda et al., 2005), permitindo, dessa forma, a visualização das estruturas sob microscopia de epifluorescência. 
Já a indução de reação do acrossomo pode ser avaliada in vitro pela incubação com glicosaminoglicanos, cálcio 
ionóforo (Hoescht A23187) ou solubilizado de proteínas de zona pelúcida (Gil et al., 2000; Rodriguez-Martínez, 
2000), sendo descritas correlações significativas (r=0.60) entre a responsividade à reação e as taxas de não 
retorno ao cio animal (Januskauskas et al., 2000). 

 
Estrutura da cromatina 
 

A formação do espermatozóide consiste em um processo único envolvendo uma série de mudanças 
meióticas e mitóticas das espermatogônias. A substituição das histonas com a transcrição de proteínas e adição 
final de protaminas leva a uma cromatina organizada e acondicionada de maneira singular. O DNA espermático, 
que ocupa praticamente todo o núcleo, é organizado de forma específica mantendo a cromatina no núcleo 
compacta e estável (D ´Occhio, et al., 2007). Nos estudos em humanos e eqüinos observa-se correlação negativa 
entre fertilidade e integridade de DNA (Morrell et al., 2008) . Assim, a concepção depende, entre outros fatores, 
da habilidade da cromatina espermática previamente condensada em se descondensar e formar o pronúcleo 
masculino durante a interação com o ovócito (Madrid-Bury et al., 2005).  

Para a análise estrutural da cromatina espermática, a célula deve permanecer em um ambiente ácido e a 
fim de se verificar a susceptibilidade do DNA à desnaturação, como por exemplo o uso da acridina laranja. O 
corante se intercala à dupla fita de DNA e fluoresce em verde quando esta se apresenta íntegra. Todavia quando 
associada a uma porção desnaturada da fita de DNA ou ao RNA, a acridina emite fluorescência laranja, 
permitindo a quantificação de desnaturação do DNA das células de uma amostra (Love, 2005).  
 
Avaliação da função mitocondrial 
 

As mitocôndrias encontram-se dispostas helicoidalmente à peça intermediária de cada espermatozóide, 
apresentando como função principal a produção do ATP celular, matriz energética para os batimentos flagelares. 
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Em virtude do seu papel biológico, qualquer mudança na função mitocondrial pode ser refletida na alteração da 
motilidade (Rodriguez-Martínez, 2005) e na viabilidade dos espermatozóides (Januskauskas E Zilinskas, 2002), 
embora a correlação com fertilidade in vivo apresente-se variável (Hallap, 2005).  

Atualmente a função mitocondrial pode ser avaliada sob microscopia de fluorescência por sondas como 
Rodamina 123, Mito Tracker Green FM e Mito Tracker Red que permitem a identificação de mitocôndrias em 
células vivas (Arruda et al., 2005). Outra possibilidade corresponde a utilização da sonda 5,5’,6,6’-tetrachloro-
1,1’,3,3’-tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanine iodide (JC-1) que permite a distinção entre espermatozóides 
com baixa e alta função mitocondrial (Gadela e Harrison, 2002). JC-1 é uma sonda fluorescente carbocianina 
lipofílica catiônica que é internalizada pelo funcionamento das mitocôndrias. Quando em baixa função 
mitocondrial (baixo potencial de membrana mitocondrial) fluoresce em verde. Quando em alta função 
mitocondrial a concentração de JC-1 dentro das mitocôndrias aumenta e a coloração forma agregados que 
fluorescem em laranja (Gillian et al., 2005). 
  

Avaliação por citometria de fluxo 
 

A citometria de fluxo possibilita a contagem, classificação e isolamento da célula espermática que, após 
serem marcadas com um corante fluorescente específico, são individualmente movidas por de um sistema 
detector óptico em fluxo laminar e então contadas. Desse modo, pode-se diminuir a subjetividade e aumentar a 
repetibilidade para uma maior precisão nas análises de sêmen. Assim, uma série de características da célula 
espermática como integridade das membranas plasmática e acrossomal, viabilidade e a função celular podem ser 
avaliadas (Gillian et al., 2005). 

Com o citômetro de fluxo é possível a avaliar múltiplos parâmetros em uma única amostra. A 
associação de sondas fluorescentes depende do tipo de laser, dos detectores de radiação e dos filtros presentes no 
citômetro. Existem citômetros que possuem até 16 detectores de radiação dispersa e fluorescente, o que permite 
analisar múltiplas características celulares (Januskauskas et al., 2003; Mocé e Graham, 2008). Novas técnicas de 
associação de sondas fluorescentes são constantemente sendo desenvolvidas para aplicação na citometria de 
fluxo para avaliação dos espermatozóides das mais diferentes espécies animais. (Gillian et al., 2005). 
 

Considerações finais 
 

Como os espermatozóides representam células complexas que dependem da funcionalidade de 
múltiplos atributos para exercerem seu papel natural na reprodução, ocorrem falhas nos métodos tradicionais de 
avaliação, observando-se, geralmente, correlações baixas ou variáveis entre os padrões de qualidade das 
amostras seminais avaliadas laboratorialmente e os índices de fertilidade alcançados nos programas de IA em 
bovinos.  

O maior entendimento da qualidade espermática em amostras seminais é fundamental para que em um 
futuro próximo as avaliações in vitro possam projetar de forma segura expectativas de fertilidade com sua 
aplicação em testes a campo. 
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