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PADRONIZAÇÃO DO SISTEMA DE ANÁLISE COMPUTADORIZADA DE 

SÊMEN (CASA) PARA AVALIAÇÃO DE ESPERMATOZOIDES EQUINO 

CRIOPRESERVADOS. 

 
 
 

RESUMO 
 
 
 

O sistema de análise computadorizado de sêmen (CASA) é uma 

ferramenta importante para avaliação da cinética espermática fornecendo 

informações precisas, objetivas e com alta repetibilidade. Entretanto, existe 

alguns fatores que interferem nos resultados da cinética espermática. Este 

trabalho foi dividido em quatro experimentos, o primeiro foi realizado para avaliar 

o efeito da velocidade de 25 imagens capturadas por segundo com uma 

velocidade de captura de 25, 30 e 50 Hz. As velocidades de capturas de 

imagem/segundo utilizadas não afetaram a cinética dos espermatozoides 

(P>0,05). O segundo experimento avaliou o efeito das câmaras (lâmina sob 

lamínula, Leja®10, Leja®20) sob a cinética espermática. Os tipos de câmaras 

utilizadas influenciaram os parâmetros de MP, Médios, Lentos, VSL, LIN, STR, 

WOB e Hiperativos (P<0,05). O terceiro experimento avaliou o efeito das 

concentrações espermáticas de (25, 50 e 100x106) sob a cinética espermática. 

As diferentes concentrações empregadas influenciaram nos resultados de MT, 

MP, Médios, LIN, STR e BCF (P<0,05). O uso da concentração espermática de 

100x106 resultou em maior percentual de MP, já o uso das concentrações de 25 

e 50 x106 resultou em maior LIN, STR e BCF (P<0,05). O quarto experimento 

avaliou o efeito dos diluidores (BotuCrio®, BotuSêmen®, TALP sperm, Solução 

fisiológica) e o emprego das concentração espermática de 25 e 50 x106 sob a 

cinética espermática. Os diluidores influenciaram significativamente os 

parâmetros MT, MP, Rápidos, VCL, STR, ALH, BCF e Hiperativos, independente 

da concentração empregada (P<0,05). O emprego do BotuCrio® resultou em 

maiores valores de MT, MP, Médios, STR, Hiperativos e BCF quando comparado 

aos demais (P<0,10). Houve interação entre diluidor e concentração espermática 

principalmente quando foi utilizado Solução fisiológica e uma concentração de 

50 x106 espermatozoides/mL, obtendo assim maiores valores de VSL, VAP, LIN. 
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Com base nos resultados obtidos é indicado para avaliação do sêmen equino 

criopreservado pelo SCA® uma velocidade de captura de 25 imagens/segundo 

com frequência de 50Hz. O uso da lâmina sob lamínula pode ser utilizada na 

análise do sêmen pelo SCA®. O sêmen deve ser diluído para obtenção de uma 

concentração espermática adequada. Indica-se o emprego de uma 

concentração entre 25 e 50x106 espermatozoides/mL. Para rediluição e ajuste 

da diluição é recomendado preferencialmente o diluidor utilizado na congelação, 

seguido de TALP sperm e como terceira opção Solução fisiológica. 

 
Palavras-chave: SCA®. Motilidade. Cinética. Congelação. Equino. 
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STANDARDIZATION OF SPERM COMPUTERIZED ANALYSIS SYSTEM 

(CASA) FOR EQUINE SPERMATOZOA CRYOPRESERVED ASSESSMENT. 

 
 
 

ABSTRACT 
 
 

The automated analysis of semen (CASA) is an important tool for evaluation of 

sperm kinetics providing accurate, objective and repeatable. However, there are 

some factors that affect the results of sperm kinetics. This work was divided into 

four experiments, was first performed to evaluate the effect of the rate of 25 

images captured per second with a capture rate of 25, 30 and 50 Hz. Speeds 

snapshots/second used does not affect the kinetics of sperm (P> 0.05). The 

second experiment evaluated the effect of the chambers (slide under cover slip, 

Leja®10, Leja®20) under the spermatic kinetics parameters. The types of 

cameras used have influenced the parameters of MP, Medium, Slow, VSL, LIN, 

STR, WOB and Hyperactive (P <0.05). The third experiment evaluated the effect 

of sperm concentrations (25, 50 and 100x106) under sperm kinetics parameters. 

Different concentrations employed influenced the results of MT, MP, Medium, 

LIN, STR and BCF (P <0.05). The use of 100x106 sperm concentration resulted 

in a higher percentage of PM, since the use of 25 and 50 x106 concentrations 

resulted in greater LIN, STR and BCF (P <0.05). The fourth experiment evaluated 

the effect of extender (BotuCrio®, BotuSêmen®, TALP sperm, physiological 

solution) and the use of sperm concentration of 25 and 50 under x106 sperm 

kinetics. Extenders significantly influenced the MT parameters, MP, Rapid, VCL, 

STR, ALH, BCF and Hyperactive, regardless of the concentration used (P <0.05). 

The use of BotuCrio® resulted in higher values of MT, MP, Medium, STR, 

Hyperactive and BCF compared to the others (P <0.10). There was interaction 

between extender and sperm concentration especially when it was used 

physiological solution and a concentration of 50 x 106 sperm/mL, thereby 

obtaining higher VSL values, VAP and LIN. Based on the results obtained is 

indicated for evaluation of equine semen cryopreserved by SCA® a 25 image 

capture/second with 50Hz frequency of capture. The use of the slide under the 

coverslip can be used in semen analysis by SCA®. The semen must be diluted 
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to obtain the desired sperm concentration. It is indicated the use of a 

concentration between 25 and 50x106 sperm/mL. For redilution and dilution 

adjustment is preferably recommended extender used in freezing process, 

followed by TALP sperm and as a third option Saline solution. 

 
 
 

Keywords: SCA®. Motility. Kinetics. Freezing. Equine.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xi 
 

 
 

 

LISTA DE TABELAS 

 

 

Tabela 1. Média e desvio padrão da cinética dos espermatozoides equino 

criopreservados avaliados nas diferentes velocidades de captura de imagem 

(25/25 Hz, 25/30 Hz, 25/50 Hz) pelo SCA® 

(CASA).............................................................................................................. 37 

 

Tabela 2. Média e desvio padrão da cinética dos espermatozoides equino 

criopreservados avaliados em diferentes câmaras pelo SCA® (CASA) com 

velocidade de 50 Hz de captura de 25 

imagens/segundo.............................................................................................. 38  

 

Tabela 3. Média de desvio padrão da cinética dos espermatozoides equino 

criopreservados avaliados nas diferentes concentrações espermáticas de 25, 50 

e 100x106/mL pelo SCA® (CASA).............................................................. 39 

 

Tabela 4. Média de desvio padrão da cinética dos espermatozoides equino 

criopreservados avaliados pelo SCA® (CASA) utilizando diferentes diluidores 

(BotuCrio®, BotuSêmen®, TALP sperm e Solução fisiológica) e concentrações 

(25 e 50 x106/mL)............................................................................................. 41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xii 
 

 
 

 

LISTA DE ABREVIAÇÕES E SIGLAS 

 

 

ALH- Amplitude do deslocamento lateral da cabeça 

CASA- Computer Assisted Sperm Analyzer 

BCF- Batimento Flagelar Cruzado 

ºC- Grau Celsius 

DNA- Ácido desoxiribonuclíico  

Hz- Hertz 

LDL- Low density lipoproteins  

LIN- Linearidade 

mL- Mililitro 

MP- Motilidade Progressiva 

MT- Motilidade Total 

Nacl- Cloreto de sódio 

pH-  Potencial Hidrogênico  

s- segundo 

STR- Retilinearidade 

VAP- Velocidade média da trajetoria 

VCL- Velocidade curvilinear 

VSL- Velocidade linear progressiva 

WOB- Index de oscilação 

µm- microlitro 

%- porcentagem 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xiii 
 

 
 

 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO .............................................................................................. 15 

2 OBJETIVOS .................................................................................................. 15 

   2.1 Objetivo.................................................................................................... 16 

   2.2 Objetivos Específicos............................................................................... 16 

3 REVISÃO DE LITERATURA ......................................................................... 17 

3.1 Computer Assisted Sperm Analyzer (CASA)  ......................................... 17 

3.1.2 Bases gerais do CASA  ........................................................................ 19 

3.1.3 A importância da avaliação da cinética espermática  ........................... 20 

3.1.4 Aplicações do CASA  ........................................................................... 22 

3.1.5 Vantagens e desvantagens do CASA  ................................................. 22 

3.2 Fatores que interferem na avaliação na avaliação utilizando o CASA. ... 23 

3.2.1Temperatura. ........................................................................................... 23 

3.2.2 Câmara de contagem ........................................................................... 24 

3.2.3 Concentração espermática. ...................................................................... 26 

3.2.4 O diluidor. ............................................................................................... 28 

3.2.5 Frequência de aquisição de imagem. ................................................... 29 

3.3 Padronização das técnicas para avaliação de sêmen com o CASA ....... 31 

4 MATERIAL E MÉTODOS ............................................................................. 33 

4.1 Experimento 1 ......................................................................................... 34 

4.1.1 Efeito da velocidade de captura de 25 imagem/segundo na cinética          

espermática .................................................................................................. 34 

4.2 Experimento 2 ......................................................................................... 34 

4.2.1 Efeito dos tipos de câmaras na cinética espermática .......................... 35 

4.3 Experimento 3 ......................................................................................... 35 

4.3.1 Efeito da taxa de diluição na cinética espermática ............................... 35 

4.4 Experimento 4 ......................................................................................... 35 

4.4.1 Efeito do diluidor na cinética espermática ............................................ 35 

4.5 Analise Estatística ................................................................................... 36 

5 RESULTADOS .............................................................................................. 36 

5.1 Experimento 1 ......................................................................................... 36 



xiv 
 

 
 

5.2 Experimento 2 ......................................................................................... 37 

5.3 Experimento 3 ......................................................................................... 38 

5.4 Experimento 4 ......................................................................................... 39 

6 DISCUSSÃO ................................................................................................. 42 

6.1 Experimento 1 ......................................................................................... 42 

6.2 Experimento 2 ......................................................................................... 44 

6.3 Experimento 3 ......................................................................................... 46 

6.4 Experimento 4 ......................................................................................... 47 

7 CONCLUSÕES ............................................................................................. 49 

REFERÊNCIAS ................................................................................................ 50 



15 
 

 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

A equinocultura vem se destacando nos últimos tempos em alguns 

segmentos como: esporte, lazer e equoterapia, sendo uma importante fonte 

geradora de emprego e renda. O Brasil possui o maior rebanho equino da 

América Latina com 5.508.546 animais desta espécie. A indústria do cavalo 

movimenta um montante de 7,5 bilhões de reais por ano na economia nacional 

(IBGE, 2011; LIMA et al., 2012). 

Devido ao crescimento e aumento da demanda na criação de equinos, 

tem surgido a necessidade do aprimoramento de biotécnicas reprodutivas que 

possibilitem um melhor aproveitamento do potencial produtivo e a promoção do 

melhoramento genético desta espécie (BRANDÃO, 2008). Atualmente, as 

técnicas de reprodução assistida como a inseminação artificial e a 

criopreservação de sêmen pelo resfriamento ou congelação tem impulsionado 

pesquisas com o objetivo de aperfeiçoar a sua aplicabilidade e incrementar os 

índices de fertilidade obtidos a campo. 

Os avanços crescentes nos protocolos de criopreservação e diluidores 

seminais, dentre outros, têm aumentado a utilização da inseminação artificial 

nesta espécie nos últimos anos. Esta técnica permite a otimização de garanhões 

e a possibilidade de inseminar éguas em diferentes regiões e até mesmo 

diferentes países. Assim, a utilização do sêmen resfriado e congelado pode 

maximizar o uso de garanhões com genética superior e melhoradores de 

determinadas características raciais, além de possibilitar a formação de 

germoplasmas de raças ameaçadas de extinção (AMANN; PICKET, 1987).  

Na avaliação da viabilidade espermática a motilidade, a concentração e a 

morfologia continuam sendo os atributos relevantes na identificação de amostras 

seminais com potencial fecundante. Devido à importância da avaliação da 

cinética espermática, pesquisadores buscaram a elaboração de um 

equipamento automatizado capaz de analisar esses parâmetros de forma 

objetiva e rápida (MACK et al., 1988; KATILA, 2001; EHLERS et al., 2011). 

 

 

2 OBJETIVOS 
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2 1 Objetivo Geral 

 

Padronização do uso do sistema de análise computadorizado (CASA, 

SCA®) para avaliação do sêmen equino criopreservado. 

 

2 2 Objetivos Específicos  

 

- Avaliar o efeito da velocidade de captura de 25 imagens/segundo na cinética 

espermática. 

 

- Avaliar o efeito dos tipos de câmaras na cinética espermática. 

 

-Avaliar o efeito da taxa de diluição na cinética espermática. 

 

- Avaliar o efeito de diluidores na cinética espermática. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Computer Assisted Sperm Analyzer (CASA) 

 

É um sistema automático de software e hardware utilizado para 

visualizar, digitalizar e analisar imagens sucessivas, fornecendo informações 

precisas e significativas do movimento individual de cada célula, bem como a 

identificação de diferentes subpopulações espermáticas com alto grau de 

repetibilidade (VERSTEGEN et al., 2002; AMANN; KATZ, 2004). 

O CASA apresenta como componentes um microscópio de contraste de 

fase conectado a uma câmera de vídeo, que captura imagens digitais formando 

uma sequência de imagens de diferentes campos. Após a sua aquisição, as 

direciona para um computador com um software especifico instalado e são 

analisadas automaticamente campo a campo, desenhando o movimento de cada 

espermatozoide para reconstruir a trajetória percorrida. Com o uso deste 

equipamento é possível identificar e acompanhar o percurso de cada célula 

espermática e obter resultados relacionados a sua motilidade e as 

características de sua trajetória e cinética (MORTIMER, 2000; VERSTEGEN et 

al., 2002). 

O movimento espermático é originado pelo batimento flagelar, o qual 

apresenta uma frequência muito elevada, sendo de até 80 batimentos por 

segundo para espermatozoides de humanos. Portanto, a avaliação é realizada 

através da captura da trajetória da cabeça dos espermatozoides, porque 

tecnicamente é mais fácil acompanhar esse movimento (MORTIMER, 2000; 

AMANN; KATZ, 2004). 

Para que ocorra a captura da imagem do espermatozoide pela câmera 

digital é necessária a utilização de um microscópio de contraste de fase de 

campo escuro, para melhor percepção dos espermatozoides que emitem um 

brilho sobre o fundo escuro. O sistema reconhece a cabeça do espermatozoide 

devido a uma padronização no tamanho mínimo e máximo da cabeça já 

estabelecido para as espécies. Se na amostra a ser avaliada tiver sujidades, que 

se enquadre dentro desse limite esperado para uma cabeça de espermatozoide, 
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essas serão capturados e contabilizadas como célula espermática, fato que pode 

ser uma possibilidade de erro na análise pelo sistema (MORTIMER, 2000).  

Os parâmetros fornecidos pelo sistema CASA apresentam uma 

terminologia padronizada desde 1988 após encontros realizados pela Sociedade 

Americana de Andrologia em Houstoun no Texas e a Federação CECOS (Centre 

d`Etude et de Conservation du Sperme Humanain) em Montpellier na França e 

estes são relacionados abaixo (MORTIMER, 1997; VERSTEGEN et al., 2002). 

Velocidade curvilinear (VCL-µm/s): é a velocidade real do 

espermatozoide, mensurada ponto a ponto ao longo do trajeto da célula 

espermática. Esse valor é sempre o mais alto dos três valores de velocidade.  

Velocidade média da trajetória (VAP- µm/s): velocidade da trajetória 

média do espermatozoide. 

Velocidade linear progressiva (VSL- µm/s): velocidade média em função 

da linha reta estabelecida entre o primeiro e o último ponto da trajetória do 

espermatozoide. Esta é sempre a mais baixa das três velocidades para qualquer 

espermatozoide.  

Amplitude do deslocamento lateral da cabeça (ALH- µm): é a amplitude 

do deslocamento médio da cabeça do espermatozoide.  

Frequência de batimento flagelar cruzado (BCF-Hz): é a frequência que 

a cabeça do espermatozoide cruza a trajetória do movimento.  

Linearidade (LIN- %): relação entre VSL e VCL. A linearidade estima a 

proximidade do trajeto do espermatozoide em linha reta. 

Retilinearidade (STR-%): é a relação percentual entre VSL e VAP. A 

linearidade estima a proximidade do trajeto do espermatozoide em uma linha 

reta.  

Index de oscilação (WOB): é a relação entre o caminho médio e 

curvilíneo calculada por (VAP/VCL) x 100. 

Os parâmetros fornecidos pelo sistema CASA que definem 

quantitativamente o movimento espermático são velocidade curvilinear (VCL), 

velocidade linear progressiva (VSL) e velocidade média da trajetória (VAP) 
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(Figura 1). Já os parâmetros que definem a qualidade do movimento espermático 

são linearidade (LIN), retilinearidade (STR), index de oscilação (WOB), 

amplitude de deslocamento lateral da cabeça (ALH) e batimento flagelar cruzado 

(BCF). 

 

 

Figura 1- Representação gráfica dos parâmetros quantitativos expressos pelo CASA em uma trajetória 

irregular. 

Fonte: MORTIMER (2000).  

 

3.1.2 BASES GERAIS DO CASA  

 

Na década de 40, pesquisadores como Lord Rothschild, J.Gray e Robert 

Rikmenspoel tiveram o interesse de avaliar o movimento e buscar métodos para 

estimar a velocidade do movimento espermático, porém, os sistemas 

desenvolvidos eram incapazes de mensurar a velocidade individual dos 

espermatozoides (MORTIMER et al. 2015). 

Em 1978 surgiu o primeiro sistema automático apropriado para avaliar a 

trajetória do movimento do espermatozoide baseado na avaliação individual das 

células. Esse sistema de análise de sêmen era por computador e foi proposto 

pela primeira vez por Dott e Foster. Nos dias atuais é comumente utilizado em 

vários laboratórios de andrológia de humanos e em diferentes espécies de 

animais como touro, cavalo, varrão, coelho, rato e ovelhas (VERSTEGEN et al., 

2002; AMANN; KATZ, 2004). 

Os sistemas de análise de sêmen computadorizados foram 

desenvolvidos e aprimorados para proporcionar uma análise precisa. Vários já 

estão disponíveis comercialmente, podendo variar no modo de seu 

funcionamento e na capacidade de detectar e mensurar a motilidade dos 

espermatozoides das diferentes espécies. Os sistemas específicos para análise 

de sêmen comercializados são: CellSoft®, HTM 2000® Hamilton-Thorn 
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Research, HTM-IVOS Sperm Analyzer®, HTM-CEROS 12.1®, SCA- Sperm 

Class Analyzer®.  

Os equipamentos utilizados para a composição do sistema CASA variam 

largamente entre as máquinas, ópticas e software usados na identificação 

espermática e reconstrução de sua trajetória, mas os princípios de avaliação são 

similares (VERSTEGEN et al., 2002). 

Segundo Mortimer et al. (2015) o sistema CASA progrediu 

consideravelmente nas últimas décadas devido ao uso de câmaras digitais de 

alta resolução combinado com melhorias nos softwares, assim como o controle 

da iluminação automático/interativo, filtragem de movimento browniano, 

rastreamento inteligentes através de colisões e detecção de cauda. Essas 

mudanças favoreceram as melhorias no emprego dessa ferramenta em clínicas 

reprodutivas humanas e de animais domésticos.  

 

3.1.3 A IMPORTÂNCIA DA AVALIAÇÃO DA CINÉTICA ESPERMÁTICA 

 

A avaliação da motilidade espermática é considerada um elemento 

importante para avaliação dos espermatozoides do ejaculado. Um dos testes 

mais utilizados é análise do percentual de espermatozoides móveis que 

apresenta como finalidade predizer a qualidade e função espermática (DOTT; 

FORST; 1979; VERSTEGEN et al., 2002).   

Tradicionalmente para a avaliação da motilidade espermática utiliza-se 

o método convencional. Este método consiste na avaliação subjetiva dos 

espermatozoides utilizando microscópio óptico comum e deve ser realizada por 

um técnico experiente. Assim, Verstegen et al. (2002) e Coetzee et al. (1999) 

relataram uma variação de 30 a 60 % nos parâmetros de motilidade dos mesmos 

ejaculados, tanto de amostras de sêmen de humanos como de animais, portanto, 

constatando que esse tipo de análise subjetiva é imprecisa e sujeita a 

variabilidade. 

Dessa forma, uma alternativa para reduzir essa variabilidade na análise 

do sêmen é utilizar o sistema de análise computadorizado, sendo esse capaz de 

determinar uma série de variáveis do movimento espermático como motilidade 

total e progressiva, velocidade curvilnear, velocidade linear progressiva, 

velocidade média da trajetória, linearidade, retilinearidade, freqüência do 
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batimento flagelar cruzado e amplitude de deslocamento lateral da cabeça. Esse 

conjunto de variáveis correspondem a cinética dos espermatozoides e são 

parâmetros que não podem ser determinadas pelo olho humano (QUINTERO-

MORENO et al., 2003).  

Outro fato relevante relacionado a importância da determinação da 

motilidade espermática é que a sua qualidade é responsável por promover a 

propulsão do espermatozoide pelo trato reprodutivo da fêmea até atingir a tuba 

uterina, assim é indicada como um dos parâmetros mais importantes para 

predizer a capacidade fertilizante do espermatozoide (COX et al., 2006). 

Portanto, esse parâmetro é importante na avaliação da fertilidade do macho, 

podendo ser considerado um teste funcional, devido a sua relação com o 

potencial de energia presente no espermatozoide (QUINTERO-MORENO, 

2003).  

Segundo Centola (1996) os parâmetros espermáticos como a velocidade 

progressiva e os padrões de cinética espermática tem sido amplamente 

estudados e apresentam uma alta correlação com a penetração no muco cervical 

e penetração de ovócitos de hamster.  

Oliveira et al. (2013) notaram em estudos que vários parâmetros 

espermáticos obtidos pelo sistema CASA são importantes para predizer a 

fertilidade como motilidade total, motilidade progressiva, batimento flagelar 

cruzado (BCF) e percentual de espermatozoides rápidos. Assim, as várias 

combinações dessas variáveis obtidas pelo sistema apresentam alta correlação 

com a fertilidade, mais do que quando analisados individualmente.  

Farrel et al. (1998) verificaram uma alta correlação (r=0,89 a 0,98) entre 

associação de alguns parâmetros do movimento espermático do sêmen de 

bovinos avaliados e a fertilidade utilizando o CASA. Os parâmetros que 

apresentaram correlação positiva foram: motilidade progressiva, LIN, BCF, VAP, 

VCL, VSL, STR e ALH. 

Já Kathiravan et al. (2008), ao avaliarem as características espermáticas 

que poderiam apresentar uma relação efetiva com a fertilidade do sêmen de 

touros, obtiveram uma alta correlação da motilidade progressiva (r=0,791), VAP 

(r=0,612) e VSL (r=0,625) com a fertilização. Portanto, os parâmetros cinéticos 

obtidos pelo CASA podem ser úteis para predizer o potencial fertilizante das 

amostras de sêmen.  
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3.1.4 APLICAÇÕES DO CASA 

 

O uso do sistema CASA tem aumentado nas últimas décadas devido aos 

avanços e aprimoramento das pesquisas, principalmente por ser largamente 

utilizado na espécie humana, onde tem sido empregado para avaliação da 

qualidade espermática e utilização do sêmen na reprodução assistida 

(VERSTEGEN et al., 2002). 

O CASA tem sido considerado uma ferramenta poderosa para ser 

utilizada em laboratórios de análises clínicas em estudos toxicológicos. Onde é 

empregado na avaliação das características do movimento espermático de 

homens que foram expostos a substâncias tóxicas em seu local de trabalho 

(SCHLEH; LEONI, 2013).  

Outra aplicabilidade, com sucesso por mais de 20 anos é na realização 

de pesquisas em espécies de animais em clínicas veterinárias ou em centros de 

estudos como Universidades. Nesse contexto, alguns estudos foram realizados 

para validar o sistema de análise de sêmen computadorizado em diferentes 

animais como touro, equino, suíno e cães (FARREL et al., 1998; SCHÄFER-

SOMI; AURICH, 2007; HOOGEWIJS et al., 2012; GACZANZEWICZ et al., 2015). 

Além de ser empregado em centrais de reprodução para a determinação de 

números de doses a serem aplicadas na inseminação artificial (AMAN; KATZ, 

2004).   

Muito utilizado também na validação de técnicas de criopreservação de 

gametas, o qual possibilita a averiguação da viabilidade de diluidores e 

crioprotetores utilizados no processo de resfriamento e congelação do sêmen 

(ARAUJO et al., 2012) 

 

3.1.5 VANTAGENS E DESVANTAGENS DO CASA 

 

O sistema apresenta algumas vantagens, dentre essas podemos listar a 

redução da possibilidade de erros por se valer de uma avaliação mais objetiva, 

facilidade no manuseio e configuração do sistema, possibilidade de quantificar 

um grande número de células com padrão de motilidade heterogêneo em um 
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curto período de tempo, assim fornecendo informações adicionais sobre as 

características de movimentação dos espermatozoides, as quais quando 

analisadas através da observação convencional apresenta limitação (MACK et 

al., 1988; FARREL et al., 1996). Somado a isso, é capaz de fornecer dados de 

concentração de espermatozoides/mL, morfometria, morfologia, viabilidade e 

fragmentação de DNA, detectando mudanças sutis nos parâmetros sob várias 

condições experimentais (KRAEMER et al., 1998; VERSTEGEN et al., 2002).  

É potencialmente uma ferramenta poderosa para ser utilizada no 

laboratório de análises clínicas, fornecendo uma melhor compreensão das 

implicações fisiológicas das características da motilidade espermática, 

principalmente em estudos toxicológicos (SLOTT et al., 1993, 1995). 

Apresenta alta repetibilidade entre análises, as avaliações são 

rapidamente executadas e os resultados são facilmente catalogados, permitindo 

a comparação dos mesmos com os valores considerados como padrão, podendo 

ser acessado e comparado por diferentes laboratórios, clínicas, empresas e 

universidades (FARREL et al., 1995; MATOS et al., 2008). 

As desvantagens do CASA, que podem tornar seu uso limitado são o 

elevado custo do equipamento, necessidade de validação do sistema para 

avaliar amostras de sêmen de diferentes espécies, necessidade de correlação 

dos parâmetros com dados de fertilidade e a padronização do sistema com uso 

de procedimentos operacionais adequados (DAVIS; KATZ, 1993; VERSTEGEN 

et al., 2002). Outro aspecto a ser ressaltado é a possibilidade de possíveis erros 

de interpretação do sistema CASA, como por exemplo, a dificuldade de distinguir 

espermatozoides de debris ou partículas suspensas presentes em diluidores 

seminais como gotículas de gordura presentes na gema de ovo, levando a 

superestimação da concentração espermática e redução do percentual de 

espermatozoides móveis (MORTIMER, 1997). 

 

3.2 FATORES QUE INTERFEREM NA AVALIAÇÃO UTILIZANDO O CASA 

 

3.2.1 TEMPERATURA 

 

A temperatura é um fator essencial no momento da análise dos 

espermatozoides. Quando as amostras são submetidas a uma redução da 
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temperatura ocorre uma desaceleração dos processos metabólicos celulares e 

no consumo de oxigênio, resultando em uma diminuição da motilidade 

espermática (NORMAN; HILL, 1958). 

A temperatura foi identificada como um fator que pode afetar os 

parâmetros de motilidade e cinética espermática na avaliação pelo sistema 

CASA. Algumas pesquisas tem sido realizadas empregando diferentes 

temperaturas no momento da avaliação. Igor Ouada e Verstegen (2001) 

analisaram com o sistema CASA amostras de sêmen de cães, utilizando duas 

diferentes temperaturas (30 e 38º C) e observaram mudanças nos parâmetros 

de motilidade espermática, com redução dos percentuais quando empregada a 

temperatura de 30º C. Os melhores resultados de motilidade foram obtidos 

quando o sêmen foi avaliado a uma temperatura de 38 º C.  

Quando foi avaliada a temperatura ideal para análise de sêmen de 

humanos, no estudo realizado por Kraemer et al. (1998), foi constatado que os 

melhores valores de cinética espermática (VCL e VSL) foram entre 24 e 37 º C 

na incubação antes da avaliação. Concluíram que é preferível o emprego de 37 

º C no momento da avaliação por ser uma temperatura mais fisiológica. 

Como constatado por diversos autores, a temperatura ideal para ser 

empregada no momento da avaliação espermática pelo CASA, é aquela que 

mais se assemelha a temperatura corpórea da espécie que o sêmen é 

proveniente (IGOR OUADA; VERSTEGEN, 2001; VERSTEGEN et al., 2002).  

 

 

3.2.2 CÂMARA DE CONTAGEM 

 

A precisão da câmara de contagem é um ponto importante na avaliação 

do sêmen pelo CASA. O tipo de câmara pode sub ou superestimar a 

concentração e a motilidade espermática, isso pode ser desastroso durante o 

cálculo de número de doses inseminantes de uma amostra (BROEKHUIJSE et 

al., 2011). Segundo Verstegen et al. (2002) as fontes de erros podem ser 

atribuídas ao manuseio repetido, limpeza, remontagem, altura e profundidade da 

câmara, bem como o volume de sêmen colocado durante o preenchimento. 

Diversos estudos foram realizados para avaliar o efeito do tipo de 

câmara para avaliação do sêmen de diferentes espécies domesticas como 
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touros, carneiros, garanhões e cães (IGUER-OUADA; VERSTEGEN, 2001; 

HOOGEWIJS et al., 2012; GLORIA et al., 2013; PALACÍN et al., 2013).  

Atualmente existe um grande número de câmaras, reutilizáveis e 

descartáveis, disponíveis para serem utilizadas na avaliação dos 

espermatozoides, seja de forma manual ou computadorizada. Os diferentes tipos 

comercializados, indicadas como apropriadas para a avaliação espermática são: 

Makler® (Sefi-Medical Instrument, Haifa, Israe), Horwell®, MicrocellTM 

(Conception Technologies, San Diego, CA), Cell-vu® (Millennium Sciences Inc., 

New York, NY), Micro-CeD®, Leja® (Leja Products, Nieuw-Vennep, The 

Netherlands). Essas câmaras possuem profundidade específica que permite a 

livre movimentação dos espermatozoides (SEAMAN, et al., 1996; LENZ et al., 

2011; HOOGEWIJS et al., 2012). Outro aspecto que apresenta variação é o 

volume e formas de preenchimento distintos entre as câmaras (GLORIA et al., 

2013). 

A profundidade da câmara pode interferir nos resultados de 

concentração, pois afeta a capacidade de detecção de células pelo sistema 

CASA. Também é indicada como uma das causas da variação da motilidade em 

decorrência da restrição do deslocamento espermático, promovendo uma 

interação das células com as paredes da câmara. Somado a isso, alguns autores 

apontam a ocorrência de uma possível ação tóxica presente na cola adesiva e 

tintas utilizadas na fabricação, podendo influenciar nos espermatozoides que 

interajam com as paredes da câmara resultando em lesões na membrana 

espermática (VERSTEGEN et al., 2002; DOUGLAS-HAMILTON et al., 2005; 

GLORIA et al., 2013; CONTRI et al., 2010; KLIMOWICZS et al., 2008).  

A profundidade da câmara pode variar de 10, 20 até 100 µm. As câmaras 

que apresentam profundidade de 20 µm são indicadas para avaliar 

espermatozoides que se apresentam capacitados, portanto com predominância 

de movimentos hiperativos. Já as câmaras de profundidade de 10 µm são 

indicadas para avaliação de amostras que apresentam pequenas alterações no 

movimento espermático (LE LANNOU et al.,1992; KRAEMER et al., 1998). 

Outro aspecto importante para a utilização de câmaras que apresentam 

profundidade menor que 20 µm é a necessidade de se evitar que os 

espermatozoides se movimentem em diferentes planos focais, reduzindo 
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possíveis erros na captura de imagem pelo sistema CASA (VERSTEGEN et al., 

2002).  

As câmaras apresentam diferentes formas de preenchimento, sendo por 

capilaridade como a Leja® e Cell-Vu® ou por deposição, como é realizado na 

Makler® e lâmina/lamínula. Gloria et al. (2013) encontrou em seus estudos uma 

diferença significativa nos parâmetros de motilidade e cinética espermática, para 

os tipos de preenchimento das câmaras empregadas na avaliação pelo sistema 

CASA. Obteve melhores resultados para os parâmetros de motilidade (total e 

progressiva) e cinética (VCL, VAP, VSL) quando foi utilizado o preenchimento 

por deposição em comparação com preenchimento por capilaridade. Sugere 

assim que essa diferença pode ser em decorrência de um possível dano aos 

espermatozoides ao atravessarem o pequeno orifício de abertura da câmara 

através da ação de capilaridade. 

O volume de preenchimento das câmaras é outro fator que tem 

levantado questionamentos sobre a influência nos resultados de motilidade e 

cinética espermática, pois existe uma variedade de câmaras comercializadas 

atualmente com diversos volumes de preenchimentos definidos pelo fabricante. 

Alguns autores como Palacín et al. (2013) levantaram o questionamento sobre o 

efeito desses volumes na avaliação da amostra. Para isso avaliaram duas 

câmaras, Makler® e lâmina/lamínula, com volumes de preenchimento de 5 µL e 

10 µL respectivamente. Porém, não obtiveram diferença significativa nos valores 

de motilidade espermática, somente para os parâmetros de cinética (ALH e BCF) 

que foi significativo para a lâmina/lamínula com volume de preenchimento de 5 

uL.  

 

3.2.3 CONCENTRAÇÃO ESPERMÁTICA 

 

A concentração espermática é um dos principais parâmetros seminais 

realizado no procedimento padrão na análise de sêmen. Sendo importante a sua 

determinação para ser empregada em programas reprodutivos que utilizem a 

inseminação artificial ou para diagnóstico clínico de infertilidade, pois amostras 

com essas características de baixo potencial fértil tem sido relacionadas com a 

baixa concentração de espermatozoides. Portanto, para isso é necessário que a 
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concentração seja determinada com precisão e confiabilidade (SUKCHAROEN 

et al., 1994; VERSTEGEN et al., 2002;).  

Existem diferentes técnicas e equipamentos que são utilizados para 

avaliar a concentração espermática. A utilização da câmara de Neubauer é uma 

técnica recomendada pela World Health Organization “WHO” e apresenta como 

vantagem o baixo custo, no entanto requer um maior tempo de análise. Uma 

forma rápida de estimar a concentração espermática é através do 

espermiodensímetro e o espectrofotômetro, no entanto tem como desvantagem 

a contagem de células de descamação, leucócitos e sujidades que podem 

influenciar na acurácia e precisão dos resultados (VIANNA et al., 2004; 

SANCHES, 2011).  

A concentração espermática também pode ser analisada pelo sistema 

CASA, porém de forma rápida e simultaneamente com a análise da motilidade. 

Segundo Verstegen et al. (2002) essa prática não apresenta precisão e pode ser 

influenciada pelo tipo de câmara utilizada. Essa imprecisão pode ser atribuída 

as colisões entre os espermatozoides, superestimando a concentração. Uma 

alternativa para análise do sêmen utilizando o CASA é a realização de uma 

extensa diluição dessa amostra, obtendo uma concentração final em torno de 20 

a 50 milhões de espermatozoides/mL, reduzindo a influência nos resultados de 

motilidade e cinética espermática.  

Estudos realizados com sêmen humano e animal afirmaram que a 

concentração ideal deve estar entre 20 e 50 x106 espermatozoides/mL, para uma 

avaliação mais eficiente e precisa. Demonstrando assim que o CASA não é 

eficaz para avaliar a motilidade, cinética e quantidade de espermatozoides/mL 

de ejaculado de amostras que apresentem alta ou baixa concentração 

(BUDWORTH et. al., 1987; DAVIS; KATZ, 1993).  

Contri et al. (2010) demonstraram que para avaliação de sêmen bovino 

a concentração ideal para a análise da motilidade e cinética espermática 

utilizando o CASA é entre 20 e 30 x106 espermatozóides/mL. Ao aplicar essa 

concentração foram identificados valores significativos para as variáveis 

motilidade total e progressiva e para os parâmetros de cinética espermática 

(VAP, VCL, ALH, BCF, STR, LIN). Evidenciando que há a necessidade de uma 

visualização clara e precisa de todos os espermatozoides e a superlotação do 

campo de amostragem pode gerar uma reconstrução da trajetória incorreta, 
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devido à detecção errada das cabeças dos espermatozoides por causa das 

colisões entre células. 

Devido a existência de partículas na composição de alguns diluidores de 

sêmen tem-se empregado o uso de uma ferramenta chamada IDENT presente 

em alguns sistemas, para melhorar a eficácia na avaliação e reduzir erros devido 

a presença de debris. Esse sistema baseia-se na utilização de sondas 

fluorescentes (Hoeschst 33342) que se ligam ao DNA dos espermatozoides 

proporcionando a identificação somente dos espermatozoides que tiveram seu 

DNA corados com a sonda. Desta forma, somente essas células serão contadas, 

distinguindo facilmente de outras células presentes na amostra, reduzindo assim 

os possíveis erros nesse processo (TOMLINSON et al., 2010; ARRUDA et al., 

2011). 

 

3.2.4 O DILUIDOR 

 

Os diluidores são usados com a finalidade de proteger a célula 

espermática durante o processo de resfriamento, congelação e descongelação. 

Esses diluidores apresentam em sua composição açucares, tampões, 

antibióticos e crioprotetores para fornecer nutrição, proteção ao frio, manutenção 

do pH e osmolaridade (GRAHAM, 1995; OLIVEIRA, 2010). 

O CASA apresenta uma limitação para analisar a motilidade e cinética 

espermática quando utiliza amostras de sêmen com concentração espermática 

acima de 50x106 de espermatozoides por mL. Como o sistema não avalia de 

forma apropriada amostras concentradas, torna-se imprescindível diluir o sêmen 

antes da avaliação para atingir a concentração ideal de 20 a 50 x106 

espermatozoides/mL (VERSTEGEN et al., 2002; CONTRI et al., 2010). O 

objetivo dessa diluição é promover uma visualização clara de todos os 

espermatozoides durante a avaliação e obter resultados válidos usando o 

sistema CASA (FARREL et al., 1996).  

 Para a diluição do sêmen pós-descongelação tem-se relatado diversas 

soluções como: salina em tampão fosfato (PBS), de Nacl a 0,9%, Citrato de 

sódio, TALP, Glicose acrescida de albumina sérica bovina (BSA) e diluidores 

comerciais de congelação (Bioexcell®), sendo esse empregado em estudos com 

sêmen de diferentes espécies. Nessa diluição pós-descongelamento o ideal é o 
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emprego de meios que não afetem as avaliações causando redução na 

motilidade e cinética espermática (ARRUDA et al., 2011; CONTRI et al., 2010; 

FARREL et al., 1996).  

 Os diluidores empregados nesta diluição não devem conter partículas 

do mesmo tamanho da cabeça do espermatozoide, de forma que o CASA não 

marque como célula imóvel e subestime o percentual de motilidade 

(VERSTEGEN, 2002). Isso é muito comum de ocorrer quando diluidores ricos 

em gema de ovo não clarificada são utilizados. Embora, hoje seja possível utilizar 

corantes específicos de DNA para minimizar este problema. Entretanto, vale 

salientar que esse tipo de análise seminal torna-se mais onerosa. 

Outro aspecto que tem sido questionado é a utilização de diluidores com 

osmolaridade diferente do diluidor utilizado na criopreservação. A diluição pós-

descongelação usando soluções isosmótica influenciam negativamente na 

motilidade espermática, podendo esse fato ser atribuído ao stress osmótico 

ocasionado pelo aumento da permeabilidade do glicerol e água através da 

membrana espermática (BALL, 2001; SILVA et al.,2014). Entretanto, Contri et al. 

(2010) ao avaliarem o efeito do uso de soluções isotônicas na rediluição de 

sêmen de bovinos para análise da motilidade espermática pelo CASA, não 

observou a redução da motilidade pelo estresse osmótico. Constatando que a 

exposição as soluções isosmóticas pareceu não ser prejudicial aos 

espermatozoides.  

 

 

 

3.2.5 FREQUÊNCIA DE AQUISIÇÃO DAS IMAGEM 

 

A reconstrução da trajetória do espermatozoide pelo número de quadros 

e imagens capturadas e a velocidade de aquisição dessas imagens é um outro 

fator de relevância, que tem influência direta na identificação da motilidade e 

cinética espermática (MORRIS et al., 1996; MORTIMER, 2000).  

A imagem quando analisada para identificar o movimento espermático é 

realizada através da captura de sucessivas imagens dos espermatozoides. Para 

que ocorra o movimento espermático é necessário que haja o batimento flagelar 

propulsionando assim a célula para a frente. Os sistemas de análise de sêmen 
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computadorizado não possuem a capacidade de capturar a imagem desse 

flagelo em movimento. Portanto, realizam a captura e avaliação da cinemática 

da cabeça dos espermatozoides (OWEN; KATZ,1993). 

O sistema CASA apresenta diferentes velocidades de aquisição de 

imagens/segundo em sua configuração. Cada técnico pode ajustar essa 

configuração de acordo com seu critério de avaliação, sugestão do manual do 

equipamento ou particularidades da amostra considerada. Estas taxas de 

aquisição de imagem podem variar entre 25 e 60 Hz nos sistemas 

comercializados. A trajetória espermática reconstruída com uma velocidade de 

30 imagens/segundo pode subestimar o valor real dos parâmetros cinéticos por 

conseguir avaliar um percurso simples da célula (MORTIMER, 2000; 

CASTELLINI et al., 2011). 

Segundo Owen e Katz (1993), normalmente quando se avalia o 

movimento do espermatozoide são empregadas taxas de captura de imagem de 

25 a 60 Hz em um tempo de 0,5 a 1 segundo. Identificando que essas 

configurações otimizam a análise, reduzindo o tempo para avaliação e 

aumentando a qualidade dos resultados. 

Nos estudos realizados por Mortimer et al. (1988) foi demonstrado que 

alguns dos parâmetros utilizados para descrever o movimento dos 

espermatozoides são altamente influenciados pela frequência de aquisição de 

imagem empregada.  

Morris et al. (1996) ao analisarem amostras de sêmen humano, 

utilizando uma frequência de 30 Hz, obtiveram valores significativos para os 

parâmetros de VCL, VAP, LIN, BCF e ALH. Segundo David et al., (1981) e 

Mortimer e Swan, (1995) para avaliação de parâmetros como ALH e hiperativos 

é necessário usar uma frequência de 30 a 60 Hz para aquisição de resultados 

fidedignos. O ALH é um parâmetro importante, pois indica o vigor do batimento 

flagelar com a frequência da rotação da célula necessária para a progressão dos 

espermatozoides, sendo considerado um parâmetro que afeta o resultado de 

fertilização.  

As células hiperativas são consideradas como uma subpopulação dentro 

da amostra e caracteriza-se por movimentos vigorosos, baixa linearidade e 

progressão e apresenta alta ALH. Para a identificação desses espermatozoides 

é necessário o uso de frequência de aquisição de 60 Hz (MORRIS et al., 1996) 
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Devido às diversas opções de configurações oferecidas pelo sistema 

CASA, há a necessidade de aplicar uma configuração ideal. Para o emprego da 

configuração adequada é imprescindível avaliar o tipo da amostra que será 

analisada (sêmen fresco, resfriado ou congelado), pois as configurações 

empregadas para análise do sêmen fresco não são recomendadas para 

espermatozoides criopreservados, pois podem apresentar partículas suspensas 

principalmente em diluidores que apresentam em sua composição gema de ovo 

(VERSTEGEN et al., 2002).  

 

3.3 PADRONIZAÇÃO DAS TÉCNICAS PARA AVALIAÇÃO DE SÊMEN COM 

O CASA. 

 

Instrumentos de análise computadorizada de sêmen foram 

desenvolvidos para fornecer um método mais objetivo e reprodutível para análise 

da motilidade espermática. No entanto, para que o sistema CASA possa 

contribuir para uma análise com esse padrão é necessário a invariabilidade de 

protocolos e configurações do sistema (VERSTEGEN et al., 2002; AMAN; KATZ, 

2004).  

Diferentes equipamentos de análise computadorizadas de sêmen são 

utilizados em laboratórios de andrologia e centros de pesquisas. Esses 

equipamentos diferem em grande parte entre máquinas, com base na ótica e 

software usados para identificar a trajetória do espermatozoide. Além da 

distinção dos equipamentos entre laboratórios, existe a possibilidade dos 

técnicos utilizarem uma variedade de metodologias e configurações no sistema 

CASA para análise do sêmen, proporcionando assim, diversos resultados que 

não são condizentes ou comparáveis entre laboratórios (AMAN; KATZ, 2004; 

HOWEGEJIS et al., 2012).  

Uma alternativa é a padronização das definições técnicas das 

configurações do sistema CASA entre laboratórios e centros andrológicos. 

Verstegen et al. (2002) e Hoogewijs et al. (2011) relataram que é essencial a 

padronização do sistema utilizando configurações espécie-específica do 

equipamento no “setup”. Usando essa ferramenta, o técnico pode selecionar a 

frequência de aquisição de imagens, o tipo de câmara a ser usada, o fator de 

diluição e parâmetros específicos do sêmen da espécie a ser avaliada. Outra 
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alternativa é detalhar os parâmetros que foram usados nos estudos na 

publicação de resultados, possibilitando uma comparação dos dados entre 

laboratórios de andrologia.  

Para avaliação do sêmen pelo CASA é necessário técnicos de 

laboratório treinados para calibração do sistema e preparação das amostras 

(VERSTEGEN et al., 2002).  BROEKHUIJSE et al. (2011) relatam que para evitar 

erros na preparação da amostra, é necessário o treinamento de técnicos e o 

desenvolvimento de um procedimento operacional padrão (POP), 

proporcionando assim eficiência na preparação das amostras e maior 

confiabilidade nos resultados do CASA.  

Existem vários fatores que influenciam na avaliação da motilidade e 

cinética espermática pelo sistema CASA, dentre esses estão: a experiência do 

avaliador, acurácia da câmara utilizada, definições do sistema como 

identificação das espécies, diluição e diluidores utilizados e frequência de 

captura de imagem. Devido à presença desses fatores, considerados gargalos 

para a obtenção de resultados fidedignos, os grupos de pesquisas como ESHRE 

(Andrologia Special Interest Group) buscam fornecer orientações para solucionar 

esses entraves e melhorar o desempenho do sistema para avaliação do sêmen.  

O ESHRE fornece algumas recomendações para avaliação do sêmen 

humano, como a velocidade de aquisição de imagem, o tempo de amostragem, 

a temperatura da amostra no momento da avaliação, a câmara e profundidade. 

Essas informações são fornecidas com o intuito de promover uma padronização 

das técnicas e consequentemente melhorar os resultados nos laboratórios de 

andrologia, tornando avaliação espermática pelo CASA mais fidedigna e de alta 

repetibilidade (ESHRE, 1998; VERSTEGEN et al., 2002; MORTIMER et al., 

2015).   

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O experimento foi conduzido no setor de Reprodução Animal do Hospital 

Veterinário da Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus-BA, durante o ano 

de 2015 e 2016. 

Para os experimentos foram utilizadas amostras de sêmen de garanhões 

da raça Mangalarga Machador, previamente congeladas em diluidor BotuCrio®, 
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(Biotech®, Botucatu, SP) utilizando curva de resfriamento de 0,5oC/min da 

temperatura ambiente até 5oC, equilíbrio de 30 minutos nesta temperatura e 

congelação com uma curva de -10oC/min de 5oC até -140oC em máquina 

TK4000® (TK tecnologia em congelação LTDA, Uberaba-MG). As palhetas de 

0,5 mL foram armazenadas por um período mínimo de 04 meses e máximo de 

24 meses em botijão criogênico no laboratório de Reprodução Animal da 

Universidade Estadual de Santa Cruz. O nível de nitrogênio líquido dos botijões 

foram monitorado semanalmente para não atingir o nível crítico de 15 cm. 

Para as avaliações de cinética espermática de cada experimento foram 

descongeladas duas palhetas de 0,5 mL de sêmen de cada garanhão. As 

palhetas foram retiradas do botijão criogênico e colocadas em banho-maria a 46º 

C por 20 segundos para descongelação. Em seguida foram mantidas por no 

mínimo 5 minutos e máximo de 15 minutos em banho seco a 37oC antes da 

avaliação da cinética espermática pelo sistema de análise computadorizada de 

sêmen SCA® (CASA; Sperm Class Analyzer® ,v.4, Microptics S.L, Barcelona, 

Espanha). 

Os padrões utilizados para ajuste do equipamento tiveram como base as 

recomendações do programa Sperm Class Analyzer® para análise de sêmen da 

espécie equina:Particle Area: 4 a 75µm; Slow VCL: 10µm/s; Medium VCL: 45 

µm/s; Rapid VCL: 90 µm/s; Progressivity: >70% of STR; Circular: <50%LIN, 

Conectivity: 12; VAP points: 5; Warning to: 3 fields, 500 sperms, 20% 

concentration; Imagens per second: 25. 

Em cada amostra foram avaliados no mínimo três campos escolhidos 

aleatoriamente e os parâmetros mensurados foram: Motilidade Total (MT-%), 

Motilidade Progressiva (MP-%), Velocidade Curvilinear (VCL- µm/s), Velocidade 

Linear Progressiva (VSL-µm/s), Velocidade Média do Trajeto (VAP-µm/s), 

percentual de espermatozoides Rápidos, Médios, Lentos, Linearidade (LIN-%), 

Retilinearidade (STR -%), Index de oscilação (WOB -%), Amplitude do 

deslocamento Lateral de Cabeça (ALH-µm) e Frequência de Batimento de 

Cauda (BCF-Hz). 

 

4.1 Experimento 1 
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4.1.1 Efeito da velocidade de captura de 25 imagens/segundo na cinética 

espermática. 

 

Foram descongeladas 44 palhetas de sêmen, duas de cada garanhão, 

para testar o efeito do número de imagens capturadas de acordo com a 

velocidade de captura dessas imagens/segundo na cinética espermática. As 

amostras descongeladas permaneceram incubadas em banho seco a 37oC por 

no mínimo 5 minutos e no máximo 15 minutos. Antes da avaliação foi realizada 

a diluição utilizando diluidor comercial BotuCrio® para obter uma concentração 

final de 25 x 106 espermatozoides/mL. Foi retirado uma alíquota de 5 µl da 

amostra e depositado em lâmina sob lamínula. Foram avaliados os seguintes 

tratamentos: 25/25Hz (25 imagens capturadas por segundo com uma velocidade 

de 25Hz), 25/30Hz e 25/50Hz. Uma rotação aleatória entre as velocidades de 

captura de imagens testadas foi realizada para evitar qualquer efeito de tempo 

de incubação. 

 

4.2 Experimento 2 

 

4.2.1 Efeito dos tipos de câmaras na cinética espermática. 

 

Foram descongeladas 28 palhetas, duas de cada garanhão, para testar 

o efeito da influência da câmara utilizada no sistema CASA na cinética 

espermática. As amostras descongeladas permaneceram incubadas em banho 

seco a 37oC por no mínimo 5 minutos e no máximo 15 minutos. Antes da 

avaliação foram diluídas em BotuCrio® para uma concentração final de 25 x 106 

espermatozoides/mL. 

Foram avaliadas as seguintes câmaras: Lâmina sob lamínula, Leja 10µm 

e Leja 20µm e. Para o preenchimento das câmaras com o sêmen descongelado 

foi utilizado um volume de 2 µL, 6 µL e 5µL, para a Leja 10µm, Leja 20µm e 

lâmina sob lamínula, respectivamente. Todas as lâminas foram preenchidas de 

acordo as recomendações do fabricante. Uma rotação aleatória foi feita com as 

diferentes câmaras testadas para evitar qualquer efeito de tempo de incubação. 

Após a preparação, cada lâmina foi deixada em repouso por 30 segundos a uma 

temperatura de 37ºC para evitar movimento do fluido na câmara.  
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As definições das configurações para o software SCA®, foi regulado 

para capturar 25 imagens/segundo com a velocidade de captura de 30 e 50 Hz. 

 

4.3 Experimento 3 

 

4.3.1 Efeito da taxa de diluição na cinética espermática. 

 

Foram descongeladas 44 palhetas, duas de cada garanhão, para testar 

o efeito da taxa de diluição na cinética espermática. As amostras descongeladas 

permaneceram incubadas em banho seco a 37oC por no mínimo 5 minutos e no 

máximo 15 minutos. Para a diluição destas amostras antes da avaliação da 

cinética espermática foi utilizado o diluidor BotuCrio®. Foram avaliadas as 

seguintes taxas de diluição 25x106, 50x106 e 100x106 de espermatozoides/mL. 

O sistema foi regulado para capturar 25 imagens/segundo com a velocidade de 

captura de 50 Hz e foi depositado 5 µl da amostra em lâmina sob lamínula. Uma 

rotação aleatória foi feita com as diferentes diluições testadas para evitar 

qualquer efeito de tempo de incubação. 

 

4.4 Experimento 4 

 

4.4.1 Efeito dos diluidores utilizados na rediluição na cinética espermática. 

 

Foram descongeladas 44 palhetas, duas de cada garanhão, para testar 

o efeito dos diluidores para tornar a amostra mais diluída de forma a auxiliar na 

avaliação apropriada da cinética espermática. As amostras descongeladas 

permaneceram incubadas em banho seco a 37oC por no mínimo 5 minutos e no 

máximo 15 minutos. As amostras foram diluídas nos diferentes diluidores para a 

concentração final de 25 e 50 x106 de espermatozoides/mL definida no 

Experimento 3. Foram avaliados os seguintes diluidores: BotuCrio®, 

BotuSêmen®, TALP sperm, Solução fisiológica. O sistema foi regulado para 

capturar 25 imagens/segundo com a velocidade de captura de 50 Hz e foi 

depositado 5 µl da amostra em lâmina sob lamínula (22 mm x 22 mm). Uma 

rotação aleatória foi feita com os diferentes diluidores testados na rediluição para 

evitar qualquer efeito de tempo de incubação. 
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4.5 Análises Estatísticas 

 

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso em que os 

garanhões foram considerados como bloco. 

Foi utilizado uma análise de variância para testar as diferenças entre os 

tratamentos. Todos os pressupostos foram testados e quando violados foi 

utilizado a transformação boxcox por meio da função “boxcox” do pacote MASS 

versão 7.3-41 (VENABLES; RIPLEY, 2002). 

Todos os dados de cinética gerados pelo CASA em todos os 

experimentos foram salvos na base de dados do sistema e registrados em 

planilhas de Excel e submetidas a análise estatística com o auxílio do R Core 

Team (R Foudation for Statistical Computing, Autria, 2015). 

 

5 RESULTADOS 

 

5.1 Experimento 1 

 

Neste estudo a cinética espermática não foi afetada pelas diferentes 

velocidades de captura de 25 imagens/segundo (P > 0,05), como apresentado 

na (Tabela 1).  

 

Tabela 1 - Média e desvio padrão da cinética dos espermatozoides equino criopreservados 

avaliados nas diferentes velocidades de captura de imagem (25/25 Hz, 25/30 Hz, 25/50 Hz) 

pelo SCA® (CASA). 

Parâmetros Velocidade de captura de 25 imagens 

 25 Hz 30 Hz 50 Hz 

MT (%) 45,0 ± 20,0 44,0 ± 20,7 44,3 ± 15,5 

MP (%) 21,4 ± 13,9 21,8 ± 13,9 20,0 ± 11,4 

Rápido (%) 8,8 ± 9,5 8,9 ± 9,0 7,7 ± 7,8 

Médio (%) 14,7 ± 9,8 15,2 ± 10,7 13,7 ± 7,8 

Lento (%) 21,0 ± 7,2 20,1 ± 7,1 20,8 ± 6,1 

VCL (µm/s) 51,4 ± 11,7 53,5 ± 13,1 50,5 ± 10,9 

VSL (µm/s) 27,6 ± 8,8 28,5 ± 8,7 27,4 ± 8,5 
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VAP (µm/s) 32,7 ± 9,0 33,0 ± 9,6 32,4 ± 8,8 

LIN (%) 53,3 ± 11,8 52,4 ± 12,6 54,0 ± 12,0 

STR (%) 83,4 ± 6,3 83,2 ± 6,6 83,7 ± 6,1 

WOB (%) 63,3 ± 10,2 62,9 ± 10,0 63,9 ± 10,3 

ALH (µm) 2,4 ± 0,3 2,4 ± 2,4 2,3 ± 0,3 

BCF (Hz) 15,9 ± 4,4 15,8 ± 4,4 15, 4 ± 4,9 

HIPERATIVO (%) 6,8 ± 5,9 7,3 ± 6,1 5,9 ± 4,7 

Motilidade Total (MT-%), Motilidade Progressiva (MP-%), Rápidos (%), Médios (%), Lentos (%), 

Velocidade Curvilinear (VCL- µm/s), Velocidade Linear Progressiva (VSL-µm/s), Velocidade 

Média do Trajeto (VAP-µm/s), Linearidade (LIN-%), Retilinearidade (STR -%), Index de Oscilação 

(WOB -%), Amplitude do Deslocamento Lateral de Cabeça (ALH-µm), Frequência de Batimento 

de Cauda (BCF-Hz) e Hiperativos (%). Não houve diferença entre as médias (P >0,05).  

 

 

5.2 Experimento 2 

 

A câmara utilizada no CASA (SCA®) para avaliação da cinética 

espermática influenciou apenas os parâmetros de MP, Médios, Lentos, VSL, LIN, 

STR, WOB e Hiperativos (P < 0.05), conforme Tabela 2. Para os parâmetros 

espermáticos MT, Rápidos, VCL, VAP, ALH, BCF não houve diferença (P > 

0,05), entre as câmaras testadas. 

O uso de lâmina sob lamínula resultou em melhores resultados cinéticos 

de MP, Médios, VSL do que a Leja® 20µm (P < 0.05), mas foi semelhante a 

Leja® 10µm para os parâmetros MP, Médios, VSL, Hiperativos (P > 0,05).  

 

Tabela 2 - Média e desvio padrão da cinética dos espermatozoides equino criopreservados 

avaliados em diferentes câmaras pelo SCA® (CASA) com velocidade de 50 Hz de captura 

de 25 imagens/segundo. 

Parâmetros  Lâmina/lamínula Leja® 10µm Leja® 20µm 

MT (%) 32,0 ± 19,4 28,9 ± 11,4 29,8 ± 14,9 

MP (%) 11,7 ± 11,5a 9,9 ± 5,8a 8,4 ± 6,0b 

Rápido (%) 4,8 ± 7,3 4,8 ± 4,5 3,7 ± 4,1 

Médio (%) 8,9 ± 7,4 a 7,4 ± 4,0 ab 6,7 ± 3,8 b 

Lento (%) 18,2 ± 8,4 a 16,6 ± 7,1 b 19,4 ± 8,7 a 
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VCL (µm/s) 42,8 ± 12,5  46,8 ± 10,4  39,2 ± 10,0  

VSL (µm/s) 19,8 ± 7,2a 19,8 ± 7,9a 16,2 ± 6,1b 

VAP (µm/s) 26,1 ± 10,1 24,2 ± 7,1  21,8 ± 8,9 

LIN (%) 45,4 ± 9,1a 41,4 ± 9,2b 40,5 ± 8,3b 

STR (%) 78,4 ± 7,9a 74,0 ± 10,2b 76,2 ± 7,8a 

WOB (%) 57,7 ± 6,7 54,5 ± 5,8 52,7 ± 6,0 

ALH (µm) 2,2 ± 0,3 2,21 ± 0,3  2,32 ± 0,3 

BCF (Hz) 16,7 ± 3,8 16,2 ± 4,4  16,0 ± 3,4 

HIPERATIVO (%) 3,2 ± 4,4a 3,0 ± 2,6ab 2,2 ± 2,2b 

Motilidade Total (MT-%), Motilidade Progressiva (MP-%), Rápidos (%), Médios (%), Lentos (%), 

Velocidade Curvilinear (VCL- µm/s), Velocidade Linear Progressiva (VSL-µm/s), Velocidade 

Média do Trajeto (VAP-µm/s), Linearidade (LIN-%), Retilinearidade (STR -%), Index de Oscilação 

(WOB -%), Amplitude do Deslocamento Lateral de Cabeça (ALH-µm), Frequência de Batimento 

de Cauda (BCF-Hz) e Hiperativos (%). Médias seguidas de letras distintas diferem 

significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05). 

 

5.3 Experimento 3 

 

A concentração espermática influenciou apenas os resultados de MT, 

MP, Médios, Lentos, LIN, STR e BCF (P < 0,05). A concentração espermática 

de 25 e 50 x10 6/mL resultou em menor percentual de MT, Médios e Lentos 

quando comparado a 100 x10 6/mL (P < 0,05). A concentração espermática de 

100 x10 6/mL resultou em maior percentual de MP comparado a 50 x10 6/mL (P 

< 0,05). A concentração espermática de 25 e 50 x10 6/mL resultou em maior LIN, 

STR e BCF do que 100 x10 6/mL (P < 0,05; Tabela 3).  

 

Tabela 3- Média e desvio padrão da cinética dos espermatozoides equino criopreservados 
avaliados nas diferentes concentrações espermáticas de 25, 50 e 100x6 /mL pelo SCA® 
(CASA). 

Parâmetros Concentração Espermática 

 25 x106/mL 50 x106/mL 100 x106/mL 

MT (%) 49,2 ± 18,7b 52,1 ± 20,5b 65,6 ± 23,5a 

MP (%) 17,7 ± 13,0 ab 18,1 ± 14,2 b 22,4 ± 17,8 a 

Rápido (%) 12,4 ± 11,0 13,3 ± 12,6 16,9 ± 16,2 

Médio (%) 9,2 ± 7,6 b 9,4 ± 5,8 b 14,1 ± 8,7 a 
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Lento (%) 27,5 ± 7,6 b 29,4 ± 7,0 b 34,5 ± 9,2 a 

VCL (µm/s) 51,0±17,7 50,4 ± 18,6 52,9 ± 21,7 

VSL (µm/s) 19,5 ± 9,0 18,9 ± 9,4 18,8 ± 9,8 

VAP (µm/s) 25,9 ± 10,0 25,6 ± 10,7 26,9 ± 12,2 

LIN (%) 36,7 ± 6,2a 35,6 ± 6,8a 33,9 ± 6,0b 

STR (%) 72,7 ± 8,2 a 71,0 ± 9,3 a 67,5 ± 8,9 b 

WOB (%) 50,1 ± 3,8 49,8 ± 4,0 49,9 ± 3,2 

ALH (µm) 2,3 ± 0,5 2,2 ± 0,6 2,3 ± 0,5 

BCF (Hz) 20,5 ± 4,4 a 20,3 ± 5,0 a 19,1 ± 4,7 b 

HIPERATIVO (%) 4,5 ± 5,1 4,7 ± 5,3 5,0 ± 5,5 

Motilidade Total (MT-%), Motilidade Progressiva (MP-%), Rápidos (%), Médios (%), Lentos (%), 

Velocidade Curvilinear (VCL- µm/s), Velocidade Linear Progressiva (VSL-µm/s), Velocidade 

Média do Trajeto (VAP-µm/s), Linearidade (LIN-%), Retilinearidade (STR -%), Index de Oscilação 

(WOB -%), Amplitude do Deslocamento Lateral de Cabeça (ALH-µm), Frequência de Batimento 

de Cauda (BCF-Hz) e Hiperativos (%). Médias seguidas de letras distintas diferem 

significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05). 

 

5.4 Experimento 4 

 

Os diluidores influenciaram significativamente os parâmetros de MT, MP, 

Rápidos, Médios, VCL, STR, ALH, BCF e Hiperativos independente da 

concentração empregada (P < 0,10). A MT foi maior para os espermatozoides 

diluído em BotuCrio®, TALP sperm e Solução fisiológica (P > 0,10) e esta 

motilidade foi significativamente superior nas amostras diluídas em BotuCrio® 

quando comparada ao BotuSêmen® (P < 0,10). O uso do diluidor BotuCrio® 

resultou em maior percentual de MP, Médios, STR e Hiperativos e maior 

frequência de BCF (P < 0,10) quando comparado aos demais diluidores 

testados. O emprego dos diluidores BotuCrio® e TALP sperm resultou em maior 

VCL e Rápidos comparado ao BotuSêmen® (P < 0,10) e para os 

espermatozoides Rápidos também foi superior a Solução fisiológica (P < 0,10). 

Os espermatozoides apresentaram maior ALH quando diluídos em BotuCrio® e 

Solução fisiológica do que em BotuSêmen® e TALP sperm (P < 0,10; Tabela 4).  

Os parâmetros cinéticos MT, MP, Rápidos, Médios, Lentos, VCL, ALH e 

Hiperativos foram maiores quando as amostras estavam diluídas para 50 x10 6 
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espermatozoides/mL do que 25 x10 6 espermatozoides /mL independente do 

diluidor utilizado (P < 0,10; Tabela 4). 

Houve interação significativa entre diluidor e concentração espermática 

para os parâmetros de VSL, VAP, LIN e WOB. Para os parâmetros cinéticos de 

VSL, VAP e LIN a interação entre diluidor e concentração espermática só foi 

encontrada quando a amostra foi diluída para 25 x10 6 espermatozoides/mL. 

Nesta concentração, vale ressaltar a superioridade do BotuCrio® e TALP sperm 

quando comparado ao BotuSêmen® para preservar a VSL (P < 0,10), a 

superioridade dos mesmos diluidores quando comparado ao BotuSêmen® e 

Solução fisiológica para preservar VAP (P < 0,10) e a superioridade destes 

comparado a Solução fisiológica para preservar a LIN. Na concentração 

espermática de 25 x10 6 /mL, o emprego de TALP sperm resultou em maior 

percentual de WOB quando comparado aos demais diluidores (P < 0,10). 

Entretanto, na concentração espermática de 50x10 6/mL o uso de TALP sperm 

foi melhor do que BotuCrio® e Solução fisiológica (P < 0,10; Tabela 4).  

Percebe-se interação significativa entre concentração espermática e 

diluidor principalmente quando as amostras foram diluídas em Solução 

fisiológica. Com o emprego deste, a VSL, a VAP e a LIN foram superiores nas 

amostras contendo 50x106 de espermatozoides/mL quando comparado com 

25x106 /mL (P < 0,10; Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Média da cinética dos espermatozoides equino criopreservados avaliados pelo 
SCA® (CASA) utilizando diferentes diluidores (BotuCrio®, BotuSêmen®, TALP sperm e 
Solução fisiológica) e concentrações espermáticas (25 e 50x106 /mL). 

  Diluidores 

Parâmetros Conc. BotuCrio® BotuSêmen® TALP  SolFi M.G 

 25 23,6 19,0 20,9 20,5 21,0 B 

MT (%) 50 30,4 28,4 32,4 29,8 30,3 A 

 M.G 27,0 a 23,7 b 26,7 ab 25,2 ab  

 25 8,2 5,5 5,6 4,9 6,1 B 

MP (%) 50 9,7 7,8 9,4 8,7 8,9 A 

 M.G 8,9 a 6,7 b 7,5 b 6,8 b  

 25 2,5 1,8 2,4 1,8 4,3 A 

Rápido (%) 50 2,6 2,3 3,8 3,0 2,9 B 
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 M.G 2,6 ab 2,0 c 3,1 a 2,4 bc  

 25 6,4 4,1 3,9 4,2 4,7 B 

Médio (%) 50 8,5 6,3 6,9 7,6 7,3 A 

 M.G 7,5 a 5,2 b 5,4 b 5,9 b  

 25 14,8 13,1 14,4 14,9 14,3 B 

Lento (%) 50 19,8 19,8 21,2 20,1 20,2 A 

 M.G 17,3 16,5 17,8 17,5  

 25 37,9 32,9 35,6 32,0 34,6 B 

VCL(µm/s) 50 37,2 34,0 36,6 35,7 35,9 A 

 M.G 37,6 ª 33,5 c 36,1ab 33,9 bc  

 25 21,2 a 18,1 bc 19,5 ab 15,6 cB 18,6 

VSL(µm/s) 50 20,1 a 19,3 a 19,0 a 20,5 aA 19,7 

 M.G 20,6 18,7 19,3 18,1  

 25 25,2 a 21,8 b 25,4 a 19,6 bB 23,0 

VAP(µm/s) 50 24,5 a 23,6 a 26,1 a 23,5 aA 24,4 

 M.G 24,9 22,7 25,8 21,6  

 25 54,6 a 51,0 ab 53,8 a 47,1 bB 51,6 

LIN (%) 50 52,7 a 54,0 a 54,4 a 51,1 aA 53,1 

 M.G 53,7 52,5 54,1 49,1  

 25 82,7 78,9 76,2 77,5 78,8 

STR (%) 50 80,4 79,4 77,7 78,5 79,0 

 M.G 81,5 a 79,2 b 76,9 c 78,0 bc  

 25 65,8 b 63,6 bB 70,1 aA 60,1 cB 64,9 

WOB (%) 50 65,3 b 67,5 abA 69,7 aA 64,3 bA 66,2 

 M.G 65,6 65,6 69,9 62,2  

 25 2,5 2,2 2,1 2,3 2,3 B 

ALH (µm) 50 2,5 2,3 2,3 2,3 2,4 A 

 M.G 2,5 a 2,2 b 2,2 b 2,3 a  

 25 10,8 9,2 8,1 8,6 9,2 

BCF (Hz) 50 10,9 9,6 8,8 9,7 9,7 

 M.G 10,8 a 9,4 b 8,5 c 9,2 b  

 25 3,7 2,3 1,8 2,3 2,5 B 

HIP (%) 50 4,1 2,6 2,8 3,7 3,3 A 
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 M.G 3,9 a 2,5 b 2,3 b 3,0 b  

Motilidade Total (MT-%), Motilidade Progressiva (MP-%), Rápidos (%), Médios (%), Lentos (%), 

Velocidade Curvilinear (VCL- µm/s), Velocidade Linear Progressiva (VSL-µm/s), Velocidade 

Média do Trajeto (VAP-µm/s), Linearidade (LIN-%), Retilinearidade (STR -%), Index de Oscilação 

(WOB -%), Amplitude do Deslocamento Lateral de Cabeça (ALH-µm), Frequência de Batimento 

de Cauda (BCF-Hz) e Hiperativos (HIP- %), Concentração espermática (Conc); Solução 

fisiológica (SolFi), TALP sperm (TALP); Média geral (MG). Médias seguidas de letras minúsculas 

sobrescritas na linha e maiúsculas sobrescritas na coluna distintas são significativamente 

diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,10). 

 

6. DISCUSSÃO 

 

6.1 Experimento 1 

 

O número de imagens capturadas por segundo e a velocidade de 

captura das mesmas é um fator importante para a reconstrução da trajetória real 

do espermatozoide. Portanto, quanto maior for o número de imagens capturadas 

e menor o intervalo entre essas imagens, maiores serão as informações 

correspondente a trajetória espermática, afetando assim os resultados de 

cinética obtidos pelo CASA (KRAEMER et al., 1998; MORTIMER, 2000).  

Ainda não existe uma padronização com relação ao número de imagens 

capturadas por segundo e a velocidade de captura dessas imagens entre os 

diferentes sistemas de análise computadorizada de sêmen e entre os diferentes 

laboratórios de andrologia e tecnologia de sêmen (MORRIS et al.; 1996; 

VERSTEGEN et al.; 2002; HOOGEWIJS et al., 2012). 

A velocidade de captura de 25 imagens/segundo não influenciou a 

cinética espermática avaliada pelo SCA® (P>0,05). Muito provavelmente porque 

a BCF das amostras analisadas eram inferiores a 25 Hz (15,9 ± 4,4; 15,8 ± 4,4; 

15,4 ± 4,9) (KATZ et al., 1985; CASTELLINI et al., 2011). Por isso a velocidade 

mínima de captura de 25 Hz foi suficiente para realizar a reconstrução da 

trajetória espermática.  

Percebe-se que quanto maior são os parâmetros cinéticos dos 

espermatozoides (VCL, VSL, VAP e BCF) maior é a necessidade de utilizar uma 
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velocidade de captura de imagens/segundo acima de 60 Hz (MORRIS, et al., 

1996; RIJSSELAERE et al., 2003). De acordo com Mortimer et al. (1988), o 

sêmen humano fresco com boa viabilidade necessita de velocidade acima de 50 

Hz.  

Os resultados obtidos nesse experimento diferem dos relatados na 

literatura. Rijsselaere et al. (2003) encontraram diferença entre as velocidades 

de captura de imagens testadas com superioridade para 60 Hz. É importante 

salientar que os autores trabalharam com sêmen de cão fresco diluído que 

apresenta normalmente boa qualidade espermática comparada a espécies como 

equino e suíno. Tais resultados podem ser atribuídos ao tipo de amostra (fresca) 

e a qualidade do sêmen. É sabido que a espécie canina apresenta boa qualidade 

espermática comparada a outras espécies, com bom resultado de motilidade 

espermática (WATSON; PLUMMER, 1985). Vale ressaltar que o sêmen canino 

fresco não pode ser comparado ao sêmen equino, principalmente de garanhões 

da raça Mangalarga Machador, considerados de baixa congelabilidade, pois 

apresentam baixa motilidade espermática pós descongelação, sendo 

considerados “maus” congeladores (ALVARENGA et al., 2005).  

Devido aos resultados obtidos neste estudo não foi possível definir uma 

taxa de aquisição de imagem adequada para avaliação do sêmen equino 

criopreservado. Entretanto, com base nos dados encontrados na literatura 

decidimos para os próximos experimentos utilizar uma velocidade de aquisição 

de 25 imagens/segundo de 50 Hz, garantindo uma adequada avaliação da 

trajetória espermática. 

 

6.2 Experimento 2 

 

A avaliação da motilidade espermática é considerada como um 

parâmetro importante para estimar o potencial fértil de uma amostra de sêmen. 

A introdução do sistema CASA na avaliação de sêmen tem permitido a 

realização de uma avaliação com maior objetividade, embora alguns fatores, 

como a câmara para análise de sêmen possa interferir nos resultados 

(VERSTEGEN et al., 2002). Neste estudo, comparamos o efeito de três câmaras 
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(lâmina sob lamínula, Leja® 10 µm, Leja® 20 µm) sobre os parâmetros de 

cinética espermática de amostras de sêmen equino criopreservado.  

Nota-se que não houve influência do tipo de câmara utilizada nos 

parâmetros de MT, VCL, VAP, ALH e BCF de espermatozoides equino 

criopreservados analisados pelo SCA®. Embora, as câmaras utilizadas 

apresentavam características distintas como profundidade (10 a 20 µm), volume 

de preenchimento (5, 2 e 6 µL), método de preenchimento por (deposição ou 

capilaridade) e design (câmara aberta e fechada). Esses resultados contradizem 

o que era esperado baseado na literatura da área que registra diferença 

significativa para os parâmetros cinéticos entre Leja®, Cellvu®, Makler®, ISAS® 

e lâmina sob lamínula (HOOGEWIJS et al., 2012; GLORIA et al., 2013). Dos 

parâmetros citados acima Contri et al. (2010) não encontraram diferença 

significativa para VAP comparando Makler® e lâmina sob lamínula. 

O parâmetro de cinética ALH obtido nesse experimento poderia ter 

apresentado diferença significativa devido as diferentes profundidades das 

câmaras (lâmina sob lamínula, Leja® 10 µm, Leja® 20 µm) utilizadas para 

análise do sêmen. Este fato é difícil de ser explicado, devido não haver uma 

justificativa plausível ou estudos que tenham encontrado resultados 

semelhantes. Segundo Le Lannou et al. (1992) e Kraemer (1998), a câmara que 

apresenta profundidade de 20 µm ou maior é indicada para avaliação dos 

parâmetros de movimento espermático como ALH e Hiperativos. Portanto, 

câmaras que apresentam profundidade inferior a 20 µm restringe a amplitude do 

movimento dos espermatozoides. 

O tipo de câmara influenciou na MP, VSL, LIN, STR, WOB e Hiperativos. 

Conforme relatado na literatura (VERSTEGEN et al., 2002; PALACÍN et al., 

2013) essa influência pode ser atribuída a profundidade da câmara, decorrente 

da restrição do deslocamento espermático pela interação dos mesmos a parede 

da câmara ou por erros na captura das imagens promovidos por diferentes 

planos focais, principalmente quando da utilização de câmara com profundidade 

maior que 20 µm. Segundo Palacín et al. (2013), o preenchimento da lâmina sob 

lamínula com volume de sêmen de 5uL resulta em uma profundidade de 

aproximadamente 10 µm, essa proximidade dos espermatozoides com a parede 
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da câmara impulsiona esta célula, promovendo maior propulsão espermática. É 

importante ressaltar que esta propulsão influi na cinética, não sendo este um 

resultado fidedigno do movimento próprio do espermatozoide (LE LANNOU et 

al., 1992). 

A forma de preenchimento da câmara também influencia os resultados 

obtidos pelo SCA®. As câmaras Lejas® utilizadas apresentam forma de 

preenchimento por capilaridade e esse procedimento de preenchimento 

influência nos resultados de cinética espermática. Este fato é atribuído ao fluxo 

do espermatozoide pelo orifício de abertura da câmara através da ação de 

capilaridade, podendo danificar o espermatozoide resultando em redução da 

motilidade espermática. Portanto, pode explicar os melhores resultados 

utilizando lâmina e lamínula que apresenta método de preenchimento com 

deposição da amostra em lâmina sob lamínula (GLORIA et al., 2013; LENZ et 

al., 2011).  

O uso das câmaras Leja10® e Leja20® resultaram em redução de MP, 

VSL, LIN, STR e Hiperativos. Por mais que este tipo de câmara seja indicada 

para avaliação espermática pelo SCA® não encontramos benefícios em seu uso 

devido ao custo elevado, danos espermáticos devido ao efeito da capilaridade 

no preenchimento e ação tóxica atribuída a cola e tintas utilizada na fabricação 

das mesmas, resultando em redução na motilidade espermática (GLORIA et al., 

2013). 

Não foi encontrado diferença entre as câmaras testadas para o 

parâmetro VCL que representa a trajetória real dos espermatozoides, portanto, 

a lâmina sob lamínula pode ser considerada uma ótima opção de uso no SCA®. 

Além disso, apresenta a vantagem do baixo custo, fácil manuseio com economia 

de tempo durante as análises e são descartáveis, evitando contaminação ou 

influência devido a lavagem e reutilização. 

 

6.3 Experimento 3 

 

A concentração espermática adequada é necessária para a obtenção de 

uma análise bem sucedida do movimento e velocidade dos espermatozoides 
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com o emprego do CASA. Por isso, foi avaliado o efeito de 25, 50 e 100 x106 de 

espermatozoides/mL sobre os parâmetros de cinética no sêmen equino 

criopreservado.  

Nota-se que houve maior percentual de MT, Médios e Lentos quando 

utilizada a concentração espermática de 100 x106 /mL (P < 0,05). Esse resultado 

era esperado porque uma grande quantidade de espermatozoides por campo 

faz com que ocorra colisão entre as células gerando movimento das que estavam 

estáticas ou alterando o tipo de movimento celular, o que resulta em erro de 

leitura do sistema. Quando o sêmen está pouco diluído e, por isso, muito 

concentrado, o batimento do flagelo do espermatozoide rápido irá desencadear 

pequenos movimentos naqueles imóveis que acabam sendo considerado lento 

pelo sistema (CONTRI et al., 2010). Além disso, os espermatozoides podem ser 

avaliados em diferentes campos focais e o sistema fazer a leitura do mesmo 

espermatozoide mais de uma vez, gerando um maior percentual de 

espermatozoides móveis e lentos. Por isso, constatamos que o emprego da 

concentração espermática de 100 x106 /mL ou acima não gera resultados 

confiáveis e fidedignos, ratificando os resultados obtidos por Verstegen et al. 

(2002), Rijsselaere et al. (2003) e Contri et al. (2010). Esses autores atribuem os 

erros de análise ao número elevado de espermatozoides no campo de captura 

da imagem e também ao problema da não identificação do real padrão do 

movimento em rápido, médio e lento que influencia na análise da motilidade total 

pelo CASA. 

Os melhores resultados encontrados com o emprego das concentrações 

espermática de 25 e 50 x106 /mL são atribuídos concentração espermática de 

25 e 50 x106 /mL influenciou os parâmetros LIN, STR, BCF (P < 0,05). O uso de 

uma menor quantidade de espermatozoides no campo de captura reduz a 

ocorrência de colisões entre as células e consequentemente melhora alguns 

parâmetros de cinética espermática como LIN, STR e BCF (FARREL, et al., 

1996; CONTRI, et al.; 2010). Contri et al. (2010) obtiveram melhores resultados 

de movimento espermático quando empregaram 30 x106 de 

espermatozoides/mL, entretanto quando usaram concentrações mais elevadas 

perceberam um declínio na LIN, STR e BCF.  
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Registra-se superioridade significativa com uso de diluição que resulte 

em 25 e 50 x106 de espermatozoides/mL nas avaliações de alguns parâmetros 

de cinética pelo SCA®. Estudos realizados com diferentes espécies: humana, 

equina, bovina e coelho obtiveram melhores resultados utilizando amostras de 

sêmen com concentração entre 25 e 50 x106 espermatozoides/mL (FARREL et 

al., 1996; CONTRI et al., 2010; HOOGEWIJS et al., 2012). Por isso, no último 

experimento, testamos o uso de diferentes diluidores para atingir a concentração 

de 25 e 50 x106 de espermatozoides/mL na tentativa de evitar colisões das 

células e erros na aquisição de imagem.   

 

6.4 Experimento 4 

 

A diluição do sêmen é um procedimento fundamental para auxiliar na 

avaliação e obtenção de resultados fidedignos utilizando o SCA®. Esse 

procedimento é necessário devido as limitações que o CASA apresenta para 

avaliação de amostras com concentrações elevadas. Portanto, é essencial a 

diluição das amostras de sêmen com o objetivo de promover uma visualização 

clara dos espermatozoides no momento da análise (FARREL et al., 1996; 

CONTRI et al., 2010). Neste estudo verificamos o efeito dos diluidores 

BotuCrio®, BotuSêmen®, TALP sperm e Solução fisiológica sob a cinética 

espermática de amostras de sêmen equino criopreservadas avaliadas pelo 

SCA®.  

 O BotuCrio® foi melhor que os demais diluidores quando avaliado os 

parâmetros de MP, Médios, STR, BCF e Hiperativos. Esses resultados 

satisfatórios podem ser atribuídos ao emprego deste durante o processo de 

congelação. Nota-se que a utilização do diluidor BotuCrio® na rediluição da 

amostra de sêmen pós-descongelação evitou a ocorrência do stress osmótico e 

iônico em virtude de ter preservado o mesmo ambiente extracelular e os 

espermatozoides não terem que se adaptar a um novo meio com composição, 

osmolaridade e pH diferentes. 

Recomenda-se o emprego do mesmo diluidor utilizado durante a 

congelação para o ajuste da concentração espermática ideal para avaliação da 

cinética espermática pelo SCA®. Quando o diluidor utilizado para a congelação 

de sêmen equino não é informado, o segundo diluidor de escolha seria o TALP 
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sperm. O diluidor TALP sperm preservou de maneira semelhante ao BotuCrio® 

os parâmetros cinéticos: MT; Rápidos e VCL independente da concentração 

utilizada durante análise pelo SCA®. E, os parâmetros cinéticos VSL, VAP e LIN 

foram superiores nas amostras diluídas para 25 x 106 espermatozoides/mL em 

BotuCrio® e TALP sperm quando comparado com a rediluição usando 

BotuSêmen®, Solução Fisiológica ou ambos. Vale ressaltar a superioridade do 

TALP sperm quando comparado aos demais diluidores para preservar o WOB 

quando a rediluição foi para atingir 25 x 106 espermatozoides/mL. Quando a 

rediluição foi para atingir 50 x 106 espermatozoides/mL, o TALP sperm mostrou 

ser melhor do que o uso de BotuCrio® e Solução fisiológica. 

Acredita-se que essa superioridade em preservar determinadas 

características cinéticas seja em razão das substâncias que compõe o TALP 

sperm, sendo uma dessas o piruvato que é considerado um excelente substrato 

energético, promovendo melhoria na motilidade espermática (UPRETI et al., 

1998). A despeito dos aspectos positivos, o TALP sperm é um diluidor complexo 

para preparar, necessita de ajustes de pH, muitos reagentes entram na sua 

formulação, requer filtração e tem custo elevado. Além disso, no decorrer do 

tempo de análise, foi possível perceber a formação de debris que comprometiam 

o movimento espermático e a identificação celular pelo SCA®. Supostamente os 

debris foram formados devido as soluções de sais presentes na composição 

deste diluidor ou por uma reação química entre os componentes do diluidor de 

congelação BotuCrio® e o de rediluição TALP sperm. 

Os nossos resultados mostraram que os diluidores BotuCrio®, TALP 

sperm e solução fisiológica são igualmente adequados para rediluição do sêmen 

equino criopreservado quando analisado o parâmetro de MT. Quando analisada 

a ALH, percebe-se que a rediluição em BotuCrio® e Solução fisiológica foi maior 

do que nas amostras diluídas em BotuSêmen e TALP sperm. O emprego de 

Solução fisiológica tem a vantagem do baixo custo, favorece a visualização dos 

espermatozoides pois mantém o campo de visão limpo, sem a presença de 

grânulos ou debris que venham a interferir na identificação celular pelo CASA 

(FARREL et al., 1996).  

Silva et al. (2014) relatou uma interferência significativa na cinética dos 

espermatozoides ovino criopreservados em diferentes diluidores à base de Tris-

gema e Tris- LDL (low density lipoproteins) após a rediluição das amostras com 
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Solução fisiológica. O uso de soluções isosmóticas podem influenciar 

negativamente na motilidade espermática de amostra diluídas pós-

descongelação para ajuste da concentração espermática, podendo esse fato ser 

atribuído ao stress osmótico ocasionado pelo aumento da permeabilidade do 

glicerol e água através da membrana espermática (BALL, 2001). Entretanto, 

corroborando com nossos resultados, Contri et al. (2010) não observaram efeito 

prejudicial sobre alguns parâmetros cinéticos com o emprego de Solução 

fisiológica para rediluição e ajuste da concentração espermática de amostras 

avaliadas pelo CASA. 

 

7 CONCLUSÕES 

 

Para a avaliação do sêmen equino criopreservado utilizando o SCA® é 

indicado o emprego de uma velocidade de captura de 25 imagens/segundo em 

50 Hz, conseguindo assim, avaliar toda a trajetória dos espermatozoides equino 

criopreservados.  

As câmaras lâmina sob lamínula, Leja® 10 µm e Leja® 20 µm utilizadas 

para análise de sêmen pelo SCA® apresentaram influência sobre os resultados 

de cinética espermática. Indica-se o emprego de lâmina sob lamínula para 

avaliação do sêmen equino, devido baixo custo e por não influenciar 

negativamente os resultados de cinética espermática. 

Para avaliação do sêmen equino pelo SCA® é indicado o uso de uma 

diluição que garanta uma concentração espermática entre 25 e 50 x106/ mL, 

tendo em vista que a utilização de 100 x106 espermatozoides por mL influenciará 

negativamente os parâmetros de cinética dos espermatozoides. 

O diluidor indicado para a realização da rediluição do sêmen equino deve 

ser preferivelmente o mesmo utilizado na congelação do sêmen, caso não seja 

possível a identificação deste, o segundo diluidor a ser indicado é o TALP sperm 

e por último indica-se a Solução fisiológica. 
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