
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA 

FACULDADE DE MEDICINA VETERINÁRIA E ZOOTECNIA  

 

 

 

LARA PIESHKO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

COMPARAÇÕES ENTRE DIFERENTES TÉCNICAS DE AVALIAÇÃO DA 

CONCENTRAÇÃO ESPERMÁTICA EM TOUROS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uberlândia - MG 

2025 



LARA PIESHKO 

 

 

 

 

 

 

 

COMPARAÇÕES ENTRE DIFERENTES TÉCNICAS DE AVALIAÇÃO DA 

CONCENTRAÇÃO ESPERMÁTICA EM TOUROS 

 

 

 

                                                                              

Trabalho de Conclusão de Curso apresentado à 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da 

Universidade Federal de Uberlândia, como 

requisito parcial para obtenção do título de 

Bacharel em Medicina Veterinária. 

Área de concentração: Reprodução Animal 

Orientadora: Profª. Drª Renata Lançoni 

 

 

 

 

 

 

Uberlândia - MG 

2025 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ficha Catalográfica Online do Sistema de Bibliotecas da UFU com dados informados pelo(a) 

próprio(a) autor(a). 

 

Bibliotecários responsáveis pela estrutura de acordo com o AACR2: Gizele Cristine Nunes do 

Couto - CRB6/2091 

Nelson Marcos Ferreira - CRB6/3074 

P624 Pieshko, Lara, 2002- 

2025  Comparações entre 
diferentes técnicas de avaliação da 
concentração espermática em touros 
[recurso eletrônico] / Lara Pieshko. - 2025. 

 

Orientadora: Renata Lançoni. 

Trabalho de Conclusão de Curso 
(graduação) - Universidade Federal de Uberlândia, 
Graduação em Medicina Veterinária. 

Modo de 

acesso: Internet. 

Inclui bibliografia. 

 

1. Veterinária. I. Lançoni, 
Renata ,1990-, (Orient.). II. Universidade 
Federal de Uberlândia. Graduação em 
Medicina Veterinária. III. Título. 

 



LARA PIESHKO 

 

 

COMPARAÇÕES ENTRE DIFERENTES TÉCNICAS DE AVALIAÇÃO DA 

CONCENTRAÇÃO ESPERMÁTICA EM TOUROS 

 

                                                                              

Trabalho de Conclusão de Curso apresentado à 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da 

Universidade Federal de Uberlândia, como 

requisito parcial para obtenção do título de 

Bacharel em Medicina Veterinária. 

Área de concentração: Reprodução Animal 

Orientadora: Profª. Drª Renata Lançoni 

 

 

 

Uberlândia, 19 de setembro de 2025. 

Banca Examinadora: 

 

_________________________________________________ 

Profª. Drª. Renata Lançoni 

 Médica Veterinária / Docente FMVZ – UFU 

 

_________________________________________________ 

Profª. Drª. Ricarda Maria dos Santos 

Médica Veterinária / Docente FMVZ – UFU 

  

_________________________________________________ 

Profª. Drª. Elisa Sant’Anna Monteiro da Silva 

Médica Veterinária / Docente FMVZ - UFU 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho aos meus pais, Sandra e Luiz Carlos, 

que fizeram a distância de São Paulo a Minas Gerais 

parecer ínfima diante do imenso amor que nos une.



 

 

 
 

AGRADECIMENTOS 

 

A Deus, minha fortaleza, que me guarda como a menina dos olhos. Só em Ti 

encontro descanso e coragem. À Nossa Senhora Aparecida, minha Mãe, sempre à frente 

dos meus passos, minha intercessora em momentos de incerteza e angústia. 

Aos meus pais, Sandra e Luiz Carlos, que são meu lar, meus maiores exemplos de 

força, dedicação e amor. Agradeço por me proporcionarem mais do que eu mereço e mais 

do que vocês já tiveram um dia. Ao meu irmão, Juninho, meu amigo desde que nasci. 

Gratidão eterna por acreditarem e apostarem em mim, até mesmo quando duvidei da 

minha capacidade. Só sou o que sou devido ao que nós somos. 

Aos meus avós, Maria, Nair, Valentim e Gregório (in memoriam), meus exemplos 

de simplicidade e humildade. Agradeço imensamente pelas orações e por aprenderem a 

usar celular, para que possamos conversar diariamente e, assim, amenizar a dor da 

distância. 

Ao meu amor e melhor amigo, Daniel Lucas, que me presenteou com sua família 

em Uberlândia. Obrigada pelo companheirismo, gentileza, cuidado, paciência, apoio e 

conforto quando a saudade de casa aperta. 

Aos meus amigos, minha segunda família. Agradeço pelas risadas que aliviam o 

peso da caminhada. Sem vocês, a vida não tem graça. 

Aos professores da Universidade Federal de Uberlândia e do Colégio Anjo da 

Guarda, meu respeito e gratidão a todos. Em especial, à minha professora orientadora, 

Renata Lançoni, por tanta firmeza e sutileza na mesma medida, pelas oportunidades e por 

me apresentar à Andrologia Animal. Ao GEBRA, meu Grupo de Estudos em 

Biotecnologias da Reprodução Animal, que juntamente com as professoras Ricarda e 

Elisa, proporcionaram tanto conhecimento e amadurecimento na área. 

Por fim, ao Bob, Boris, Tito, Filó e Gina, meus animais, que despertaram em mim 

a sensibilidade desde criança. Hoje, sou médica veterinária por vocês. 

Levo a marca de todos. 

 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“É justo que muito custe o que muito vale.” 

(Santa Teresa D’Ávila) 



 
 

 
 

RESUMO 

 

A determinação da concentração espermática é um fator essencial na análise do sêmen e 

na avaliação da fertilidade do macho. Alguns fatores contribuem para a discrepância no 

momento dessa determinação, tais como equívocos de diluição e de cálculos, variados 

tipos de pipetas, sêmen não homogêneo e variações de métodos de contagem. Por isso, o 

objetivo desse trabalho foi realizar a contagem de espermatozoides bovinos e comprovar 

a exatidão do Computer Assisted Sperm Analysis (CASA), Espectrofotômetro e Câmara 

de Neubauer (CN) em definirem a concentração espermática, em comparação com o 

NucleoCounter® (NC), considerado “padrão-ouro” na técnica. O NC possui custo elevado 

e, por essa razão, motiva pesquisas para encontrar outros meios também de alta acurácia. 

Sendo assim, trezentas amostras de sêmen de touros em regime frequente de coleta na 

Central de Coleta e Processamento de Sêmen ABS Pecplan®, foram analisadas no 

laboratório local. Os ejaculados eram recebidos e a primeira alíquota de cada um era 

diluída em solução de citrato na proporção de 1:20 a 1:50 conforme captura das células e 

encaminhada ao CASA. Posteriormente, para análise da segunda alíquota no NC, 

utilizou-se um auto diluidor com fator de diluição 4000:10 e um reagente para tratar as 

células espermáticas. Após homogeneização, a amostra foi adicionada ao Cassette™ e 

este inserido no NC SP-100™ Sperm Cell Counter para contagem automática dos DNAs 

espermáticos. A terceira alíquota foi novamente homogeneizada, diluída na concentração 

de 35:3500, adicionada a uma cubeta vedada por plástico filme de parafina e lida pelo 

Espectrofotômetro SDM 6. Por fim, a quarta alíquota do ejaculado diluída na proporção 

1:100, foi encaminhada ao Laboratório de Reprodução Animal (LARAN) da 

Universidade Federal de Uberlândia (UFU), inserida na CN e contabilizada através de um 

microscópio óptico. Os dados foram avaliados comparativamente, sempre mantendo o 

NC como padrão, pelo teste de correlação de Pearson (P < 0,01), onde houve correlações 

lineares significativas de alta magnitude entre os métodos, sendo 0,79 entre o NC e o 

Espectrofotômetro, 0,77 entre o NC e o CASA e, 0,79 entre o NC e a CN. No teste T 

houve diferença estatística significativa (P < 0,01), quando feita a comparação entre NC 

e outros tratamentos, apresentando médias (±E.P.M), em milhões de espermatozoides por 

mililitro, de 653,36 (±13,04) no NC, 510,62 (±12,93) no Espectrofotômetro, 491,01 

(±11,41) no CASA e 478,02 (±11,45) na CN. No teste F de variâncias, o NC e o 

Espectrofotômetro mostraram-se iguais (P=0,88). Já o NC e o CASA e, o NC e a CN, 

apresentaram P=0,02. Apesar de diferentes estatisticamente (provavelmente devido à 

grande quantidade de dados analisados) o valor numérico foi pequeno (1,28). Por fim, no 

teste de regressão entre NC e Espectrofotômetro foi visto que R² = 0,63, entre NC e 

CASA, R² = 0,59 e, entre NC e CN R² = 0,62, assim, a relação é linear. Portanto, conclui-

se com esse estudo que os métodos NC, CASA, Espectrofotômetro e CN apresentam 

resultados diferentes quanto à concentração espermática, apesar de serem mínimas as 

variações entre eles, permanecendo o primeiro como o padrão-ouro. 

 

 

Palavras-chave: andrologia; bovinos; espermatozoides; métodos de contagem; CASA. 



 
 

 
 

 

ABSTRACT 

 

The determination of sperm concentration is an essential factor in semen analysis and in 

the evaluation of male fertility. Some factors contribute to the discrepancy at the time of 

this determination, such as dilution and calculation errors, diverse types of pipettes, 

inhomogeneous semen, and variations in counting methods. Therefore, the objective of 

this work was to count bovine sperm and prove the accuracy of Computer Assisted Sperm 

Analysis (CASA), Spectrophotometer, and Neubauer Chamber in determining sperm 

concentration, compared to the NucleoCounter® (NC), considered the “gold standard” 

technique. NC has a high cost and, for this reason, motivates research to find other means 

that are also highly accurate. Thus, three hundred semen samples from bulls in frequent 

collection regime at the ABS Pecplan® Semen Collection and Processing Center were 

analyzed at the local laboratory. The ejaculates were received, and the first aliquot of each 

one was diluted in citrate solution in the ratio of 1:20 to 1:50 according to cell capture 

and sent to CASA. Subsequently, for the analysis of the second aliquot in NC, an 

automatic diluter with a dilution factor of 4000:10 and a reagent for sperm cell treatment 

were used. After homogenization, the sample was added to the Cassette™ and inserted 

into the NC SP-100™ Sperm Cell Counter for automatic quantification of sperm DNA. 

The third aliquot was again homogenized, diluted to a concentration of 35:3500, placed 

into a cuvette sealed with paraffin film, and analyzed using the SDM 6 

Spectrophotometer. Finally, the fourth diluted aliquot of the ejaculate (1:100) was 

processed at the Animal Reproduction Laboratory (LARAN) of the Federal University of 

Uberlândia (UFU), loaded into the CN, and counted under an optical microscope. Data 

were comparatively evaluated, always using the NC as the reference standard, through 

Pearson’s correlation test (P < 0.01), which revealed significant linear correlations of high 

magnitude among the methods: 0.79 between NC and the Spectrophotometer, 0.77 

between NC and CASA, and 0.79 between NC and CN. The T-test showed a statistically 

significant difference (P < 0.01) when comparing NC with the other methods, presenting 

averages (±S.E.M.), in millions of sperm per milliliter, of 653.36 (±13.04) for NC, 510.62 

(±12.93) for the Spectrophotometer, 491.01 (±11.41) for CASA, and 478.02 (±11.45) for 

CN. In the F-test for variances, NC and the Spectrophotometer were statistically similar 



 
 

 
 

(P = 0.88), while NC and CASA, as well as NC and CN, presented P = 0.02. Despite the 

statistical difference due to the large dataset the numerical variation was minimal (1.28). 

Lastly, regression analysis showed linear relationships between NC and the other 

methods: R² = 0.63 with the Spectrophotometer, R² = 0.59 with CASA, and R² = 0.62 

with CN. Therefore, this study concludes that NC, CASA, the Spectrophotometer, and 

CN yield different results regarding sperm concentration, although the variations among 

them are minimal, with NC remaining the gold standard. 

 

Keywords: andrology; cattle; sperm; counting methods; CASA. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O avanço e a ampliação das biotécnicas reprodutivas são fatores primordiais para 

o êxito no aumento da produtividade (Nogueira et al., 2013). Assim, a inseminação 

artificial (IA) sobressai como a técnica mais utilizada e amplamente adotada, 

fundamentada na utilização do sêmen de touros avaliados para gerar progênie com alta 

qualidade genética (Oliveira et al., 2013). Comparando os dados de 2023 e 2024, observa-

se que as vendas de protocolos para inseminação artificial em tempo fixo (IATF) 

cresceram 3,3%, enquanto as vendas de sêmen tiveram aumento de 2,6%. Esse 

crescimento um pouco maior dos protocolos refletiu no aumento da proporção de animais 

inseminados por IATF, que passou de 91,2% em 2023 para 91,8% em 2024, mostrando a 

consolidação dessa técnica no mercado (VRA/USP, 2025). 

Vale ressaltar que, nesses programas de IA, o estabelecimento acurado da 

concentração de espermatozoides no ejaculado possui significativa relevância econômica 

e biológica (Crespilho et al., 2017), de forma que a produção de doses de sêmen com a 

quantidade precisa de espermatozoides, possibilita a inseminação do maior número 

possível de fêmeas, viabilizando altas taxas de concepção (Den Daas et al., 1998). 

Dentre os métodos de contagem existentes, destaca-se o NucleoCounter® (NC), 

que tem sua concentração espermática (CE) dada através da contagem dos DNAs 

espermáticos, enquanto nos sistemas de análises computadorizadas do movimento 

espermático (CASA), dá-se pela cinética individual das células (Sousa, 2007). Já no 

Espectrofotômetro, a CE é obtida pela densidade da amostra e, na Câmara de Neubauer, 

pela contagem manual de cada célula (Vianna et al., 2004). 

Primeiramente, o NucleoCounter® é projetado para a determinação automatizada 

da concentração, dispensando uma calibração prévia (Brito et al., 2016), sendo ele o de 

maior precisão e custo. Ademais, o CASA sugere alta acurácia e repetibilidade em 

equinos (Moraes et al., 2019), possibilitando seu uso na análise de espermatozoides de 

outras espécies (Da Silva et al., 2022). 

De acordo com Vianna et al. (2004), a determinação das concentrações 

espermáticas de forma direta com o uso da Câmara de Neubauer (CN) é a técnica mais 

confiável e, anteriormente ao NC, estabelecida como padrão-ouro, porém não é rotina em 

Centrais de Coleta e Processamento de Sêmen (CCPS) de IA, visto que demanda tempo 
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(Murgas et al., 2010). Já o Espectrofotômetro estabelece a concentração através do grau 

de absorbância da luz no ejaculado, sendo mais rápido que a CN, com a desvantagem de 

que as concentrações só podem ser analisadas dentro de determinada faixa (Vianna et al., 

2004). Dessa maneira, o ideal é encontrar uma técnica tão precisa quanto a Câmara de 

Neubauer e tão veloz quanto o Espectrofotômetro. 

Visando essa importância, este trabalho teve como objetivo realizar a contagem 

de espermatozoides bovinos e comprovar a exatidão do Computer Assisted Sperm 

Analysis (CASA), Espectrofotômetro e Câmara de Neubauer em definirem a 

concentração espermática, em comparação com o NucleoCounter®, considerado 

“padrão-ouro” na técnica. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Importância da análise de concentração com precisão 

 

De acordo com Mahmoud et al. (1997), a concentração de espermatozoides é um 

passo essencial para a avaliação da fertilidade, seja in vivo ou in vitro. Outrossim, 

considerando o valor zootécnico agregado ao material genético dos touros, é pertinente a 

produção de doses de sêmen com a quantidade adequada de espermatozoides (Den Daas 

et al., 1998). 

Januskauskas et al. (2001) pontuaram a relação da qualidade do sêmen com a 

fertilidade como uma das partes mais importantes do sistema de produção, visto que o 

uso de partidas de sêmen com capacidade fértil reduzida pode impactar diretamente na 

fertilidade do rebanho, acarretando prejuízos econômicos (Celeghini et al., 2017). Viana 

et al. (2004) também assinalaram que a superestimação da concentração induz retorno ao 

cio e, por consequente, há uma queda na fertilidade e na taxa de parição. 

 Quanto ao mercado, a EMBRAPA (2022) destacou que a determinação precisa da 

concentração é fundamental para a seleção de doses viáveis, assegurando que cada palheta 

comercializada contenha o número mínimo de espermatozoides necessários para uma alta 

taxa de concepção. A falha nessa avaliação não é apenas um erro técnico, mas um risco 

comercial que pode levar à perda de compradores e até mesmo à desvalorização do 

material de touros de alta genética. 

Dessa forma, a determinação superior à ideal pode demonstrar uma ideia errônea 

de que há um eficaz manejo dos machos, também levando a crer que haverá altos índices 

férteis (Vianna et al., 2004). Assim, faz-se imperativo uma análise precisa a fim de que 

se obtenha doses que atinjam consideráveis taxas de fertilização dos ovócitos (Rodrigues 

et al., 2011). 

Ademais, a contagem espermática precisa proporciona o diagnóstico de doenças 

reprodutivas (Brito et al., 2016) e a determinação da maturidade sexual de machos 

(Cardeal et al., 2017). Dessa maneira, o Manual do Colégio Brasileiro de Reprodução 

Animal (CBRA, 2013), apresenta características mínimas que uma palheta de sêmen 

bovino deve conter a fim de que esteja qualificada para comercialização e uso na IA. Tais 
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atributos são: motilidade progressiva, vigor, defeitos morfológicos e concentração 

espermática por palheta (Celeghini et al., 2017). 

Portanto, diante do exposto, faz-se imperiosa a análise da concentração com 

precisão. Para isso, existem diferentes métodos capazes de estabelecer essa mensuração, 

mas que podem variar conforme os técnicos envolvidos e/ou de limitações dos próprios 

métodos utilizados (Brito et al., 2016). Dentre eles, destaca-se o NucleoCounter®, a 

Câmara de Neubauer, o Espectrofotômetro e o CASA. 

 

2.2 NucleoCounter 

 

O NucleoCounter® é um espermodensímetro (Figura 1) estabelecido como 

“padrão-ouro”, que faz a análise da concentração espermática através do uso de 

fluorescência microscópica e densidade óptica (Anzar et al., 2009), visualizando a 

turbidez ou densidade do ejaculado. Sendo assim, devido sua alta especificidade e 

acurácia, o aparelho tem-se popularizado entre as CCPS bovino do mundo (Brito et al., 

2016). 

 

Figura 1 - NucleoCounter SP-100™ Sperm Cell Counter 

 

  Fonte: a própria autora. 

 

No que tange seu funcionamento, o NC baseia-se no uso de iodeto de propídeo, 

um corante fluorescente que se liga ao DNA espermático, viabilizando o reconhecimento 
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das células por meio de algoritmos, independentemente da solução do processamento 

original, permitindo a manipulação de amostras de sêmen fresco ou diluído (Dini et al., 

2019). 

Em contrapartida, os custos que envolvem a obtenção e mantença do aparelho 

inviabilizam a aquisição por parte de muitos laboratórios. Por esse motivo, nos últimos 

tempos, tem crescido a dedicação em desenvolver e ampliar métodos automatizados 

alternativos, que tenham também grande acurácia e repetibilidade no que tange à 

concentração espermática, porém com uma viabilidade de dispêndio (Da Silva et al., 

2022). 

 

2.3 Câmara de Neubauer 

 

A Câmara de Neubauer é um hemocitômetro anteriormente estabelecido como 

“padrão-ouro” e recomendado pela Organização Mundial da Saúde. Ela apresenta alta 

acurácia e tem baixo custo, no entanto sua execução demanda mais tempo e trabalho 

(Rouge, 2002). 

Outrossim, trata-se de um equipamento utilizado para avaliar a concentração 

espermática via contagem manual de células (Woelders, 1990). Para isso, é utilizada uma 

lâmina microscópica (Figura 2) com câmaras traçadas com precisão, sendo o número de 

espermatozoides contado manualmente (Vasconcelos Filho, 2010). Sobre tais lâminas, 

existem plataformas de área conhecida e profundidade controlada (Costa, 2023). 

 

          Figura 2 - Câmara de Neubauer 

 

          Fonte: a própria autora. 
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2.4 Espectrofotômetro 

 

O espectrofotômetro ou também fotocolorímetro (Figura 3), avalia a concentração 

espermática por meio da passagem de ondas luminosas (Figura 4) pela amostra, sendo 

automatizado e provido de boa segurança de leitura (Woelders, 1990). A 

espectrofotometria é a técnica mais rápida de todas as convencionais, porém métodos 

hodiernos como análises computadorizadas da motilidade espermática, têm surgido como 

uma alternativa viável, inclusive para a análise da motilidade, apesar de apresentarem 

custos mais elevados (Farrell et al., 1998). 

 

        Figura 3 - Espectrofotômetro 

 

             Fonte: a própria autora. 

 

         Figura 4 - Instrumentação básica de um Espectrofotômetro 

 

       Fonte: Namrata Heda (2017). 

 

Ademais, sabe-se que o método é pautado na densidade da amostra, que além de 

sofrer interferência da presença de espermatozoides, também é influenciada por células 
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de descamação, leucócitos e sujidades, causando aumento da turbidez do ejaculado e, 

consequentemente, gerando uma concentração espermática superestimada (Douglas-

Hamilton et al., 2005). Para que sejam fornecidos os dados de número de palhetas e 

volume de diluente a se acrescentar, é fundamental adicionar ao aparelho o volume do 

ejaculado e a concentração desejada por palheta (Nunes, 2021). 

Apesar de largamente utilizado, a espectrofotometria apresenta reduzida 

sensibilidade para avaliação da concentração espermática bovina em decorrência da 

metodologia indireta de análise (Da Silva et al., 2022). 

 

2.4.1 Comparação entre Câmara de Neubauer e Espectrofotômetro  

 

A Câmara de Neubauer tem alta acurácia e baixo custo, apesar de sua execução 

demandar mais trabalho (Rouge, 2002), enquanto o Espectrofotômetro é muito utilizado 

em CCPS pela sua rápida execução, no entanto, é mais caro (Farrell et al., 1998). 

Estudos em suínos descritos por Vianna et al. (2004) utilizando a CN e a 

espectrofotometria sob 520 nanômetros de comprimento de onda, sugerem que esta 

técnica é propensa a subestimar os valores de CE quando relacionada à primeira. Sob 

outra perspectiva, Camus et al. (2011), fazendo uso de sistemas ópticos com 

comprimentos de onda entre 530 e 595 nanômetros, mostraram que ambos são acurados 

e apresentam pequena variação, quando utilizados para a mensuração em catetos. 

 

2.5 Computer Assisted Sperm Analysis 

 

Os sistemas de análise computadorizada do movimento espermático (CASA) 

apresentam-se como uma alternativa ao NucleoCounter® para o estabelecimento da CE 

em ejaculados bovinos. O CASA (Figura 5) refere-se a um hardware e software capazes 

de digitalizar e visualizar imagens contínuas dos espermatozoides, de forma a oferecer 

informações acuradas da cinética individual das células (Sousa, 2007). 

 

 

https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/sperm
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/analysis
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Figura 5 - CASA Systems IVOS® II Hamilton Thorne 

 

Fonte: a própria autora. 

 

A vantagem do método fica estabelecida ao passo que oferece resultados rápidos 

e precisos, além de fornecer taxas de espermatozoides móveis e suas características de 

movimento (Neumann, 2019). Em contrapartida, vale ressaltar determinadas 

desvantagens, das quais destaca-se o seu alto custo, além de possíveis erros de 

interpretação ao distinguir espermatozoides de debris ou partículas suspensas de 

diluidores seminais, levando a uma superestimação da CE e à diminuição do percentual 

de espermatozoides móveis (Snoeck et al, 2020). 

Logo, este método proporciona uma análise mais acurada e objetiva da motilidade, 

dispõe de informações precisas da cinética da célula espermática, oferece a percentagem 

de células móveis e quantifica características inerentes ao movimento espermático 

(Carvalho, 2009). 
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3 METODOLOGIA 

 

A princípio, cabe ressaltar que o trabalho foi realizado atendendo ao termo de 

doação de material biológico (CEUA: 23117.025241/2024-35). Ademais, os animais 

estão em regime frequente em Central de Coleta e Processamento de Sêmen, sendo 

coletadas amostras diárias para comercialização. Dessa forma, não houve manipulação 

direta dos touros e nem prejuízo ao mercado e ao processo de criopreservação. 

O presente estudo utilizou trezentos ejaculados frescos de touros da Central de 

Coleta e Processamento de Sêmen ABS Pecplan®, localizada em Delta, Minas Gerais. 

Assim que coletados, tais ejaculados eram inseridos em um sistema de transporte à vácuo 

(Figura 6) e percorriam trezentos metros, com duração de um minuto, até o laboratório 

local. Neste laboratório, houve a divisão de cada amostra em quatro alíquotas, onde a 

primeira foi analisada no CASA, a segunda no NucleoCounter®, a terceira no 

Espectrofotômetro, e a quarta encaminhada para análise no Laboratório de Reprodução 

Animal (LARAN) da Universidade Federal de Uberlândia, a fim de estabelecer as 

concentrações espermáticas. 

 

Figura 6 - Sistema de transporte à vácuo de ejaculados frescos bovinos 

 

             Fonte: a própria autora. 
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3.1 Computer Assisted Sperm Analysis 

 

A primeira alíquota foi diluída em solução de citrato na proporção de 1:20 a 1:50 

conforme captura das células e encaminhada ao CASA Hamilton Thorne IVOS II. A 

câmera acoplada ao microscópio foi responsável por capturar imagens em tempo real dos 

espermatozoides em movimento, sendo o trajeto obtido através de marcações de pontos 

onde a cabeça encontra-se (Figura 7).         

           Figura 7 - Captação das células espermáticas no CASA 

 

            Fonte: a própria autora. 

 

O sistema fornece resultados em termos de milhões de espermatozoides por 

mililitro. Os dados encontrados permitiram a avaliação não apenas da concentração, mas 

também da motilidade, velocidade, trajetória e morfologia do espermatozoide. 

 

3.2 NucleoCounter 

 

 A segunda alíquota foi diluída em 4000:10 no autodiluidor Hamilton (Figura 8), 

adicionada ao reagente S100 para lesar a membrana plasmática e assim, o iodeto de 

propídeo atingir o núcleo das células. Após, homogeneizada, inserida ao Cassette™ 

(Figura 9) e encaminhada ao NucleoCounter SP-100™ Sperm Cell Counter 

(Chemometec) para contagem automática dos DNAs espermáticos. 
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Figura 8 - Autodiluidor Hamilton 

 

Fonte: a própria autora. 

 

Figura 9 - Cassette™ 

 

Fonte: a própria autora. 
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3.3 Espectrofotômetro 

 

A terceira alíquota foi diluída em 35:3500, homogeneizada, adicionada a uma 

cubeta vedada por plástico filme de parafina e lida pelo Espectrofotômetro SDM 6 

(Minitube), onde foi medida a quantidade de luz absorvida pela amostra e, com base nas 

leituras de absorbância e curvas de calibração previamente estabelecidas, o equipamento 

forneceu o cálculo da concentração espermática. 

 

3.4 Câmara de Neubauer 

 

A Câmara de Neubauer trata-se de uma lâmina grossa com dimensões de 30 mm 

x 70 mm e 4 mm de espessura, sendo constituída por duas câmaras, uma superior e outra 

inferior. Ao centro, há uma grade de contagem de 3 mm x 3 mm subdividida em nove 

quadrantes de 1 mm x 1 mm (Figura 10). Nessa grade, foi colocada uma lamínula utilizada 

para concentrar a amostra entre o fundo da câmara e a própria lamínula. 

 

         Figura 10 - Dimensões Câmara de Neubauer 

 

Fonte: Gómez et al. (2016). 

 

A quarta alíquota foi diluída em 1:100, homogeneizada e, com o auxílio de uma 

micropipeta de 20 microlitros, inserida na câmara superior e inferior. Logo, através do 
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uso de um microscópio binocular Olympus CH-2 no aumento 40x, foi feita a contagem 

(Figura 11) nos quadrantes centrais e das extremidades, com o amparo de um contador de 

volumes de 4 dígitos. Por fim, foi feita uma média aritmética simples com resultados 

obtidos nos dois lados da CN, multiplicado por 5.106 e, assim, obtida a concentração 

espermática. 

 

Figura 11 - Espermatozoides no quadrante superior esquerdo da Câmara de Neubauer 

 

              Fonte: a própria autora. 

 

3.5 Análise estatística 

 

Os dados foram avaliados sempre mantendo o NucleoCounter® como padrão, 

contrastando-o com as outras técnicas (CASA, CN e Espectrofotômetro) pelo teste de 

Correlação de Pearson, Teste de Regressão, Teste T e Teste F. Os dados estão 

apresentados como média ± E.P.M e o valor de P < 0,05, considerando diferença 

estatística.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os dados foram avaliados comparativamente, sempre mantendo o NC como 

padrão, ou seja, NC x Espectrofotômetro, NC x CASA e NC x Câmara de Neubauer, pelo 

teste de correlação de Pearson, com P < 0,05, onde houve correlações lineares 

significativas entre os métodos, sendo 0,79 entre o NC e o Espectrofotômetro (Gráfico 

1), 0,77 entre o NC e o CASA (Gráfico 2) e, 0,79 entre o NC e a Câmara de Neubauer 

(Gráfico 3), consideradas de alta magnitude. Em termos práticos, isso indica que os 

métodos alternativos acompanham a tendência de variação do NC, mas não significa 

intercambialidade entre eles, ou seja, há uma associação real entre as variáveis, ainda que 

não seja suficientemente forte para caracterizar dependência direta. Resultados 

semelhantes foram descritos por Brito et al. (2016) e Da Silva et al. (2022), reforçando 

que, embora os métodos apresentem boa correlação, cada técnica possui limitações 

próprias que impedem substituição completa do NC. 

No teste de regressão, entre NC e Espectrofotômetro foi visto que R² = 0,63 

(Gráfico 1), entre NC e CASA, R² = 0,59 (Gráfico 2) e, entre NC e Câmara de Neubauer 

R² = 0,62 (Gráfico 3). Em termos práticos, isso significa que existe uma relação linear 

consistente entre os métodos, mas que até 40% da variação observada decorre de outros 

fatores, como diferenças metodológicas, limitações técnicas e heterogeneidade das 

amostras. Portanto, os métodos alternativos acompanham a tendência do NC, mas não o 

substituem plenamente. 
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Gráfico 1 - Correlação e regressão entre o NucleoCounter e o Espectrofotômetro 

                   

              

 

 

Gráfico 2 - Correlação e regressão entre o NucleoCounter e o CASA 
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Gráfico 3 - Correlação e regressão entre NucleoCounter e a Câmara de Neubauer 

 

 

No teste T (Tabela 1), houve diferença estatística significativa quando feita a 

comparação entre NC e outros tratamentos, apresentando médias (±E.P.M), em milhões 

de espermatozoides por mililitro, de 653,36 (±13,04) no NC, 510,62 (±12,93) no 

Espectrofotômetro, 491,01 (±11,41) no CASA e 478,02 (±11,45) na Câmara de 

Neubauer, ou seja, os três métodos alternativos apresentaram médias significativamente 

menores que o NC, o que sugere subestimação. Trata-se de um teste com alta 

sensibilidade, que indica o quão distinta a diferença entre as médias é em relação à 

variabilidade dos dados, neste caso apresentando P < 0,01, possivelmente pelo grande 

número de amostras. 

 

Tabela 1 – Médias (±E.P.M) das concentrações espermáticas analisadas pelas técnicas 

NucleoCounter, Espectrofotômetro, CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) e 

Câmara de Neubauer 

Método Concentração 

(milhões/mL) 

       NucleoCounter           653,36 (±13,04)     

     Espectrofotômetro           510,62 (±12,93) 

  CASA           491,01 (±11,41) 

    Câmara de Neubauer           478,02 (±11,45) 

Fonte: a própria autora. 
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No teste F de variâncias, o NC e o Espectrofotômetro mostraram-se iguais 

(P=0,88), ou seja, além da média, também tem uma consistência estatística próxima. Já o 

NC e o CASA (P=0,02) e, o NC e a Câmara de Neubauer (P=0,02) diferiram, sugerindo 

que são menos consistentes e apresentam maior dispersão dos resultados. Apesar de 

diferentes estatisticamente, provavelmente devido a grande quantidade de dados 

analisados, o valor numérico foi pequeno (1,28). Em contextos laboratoriais, pequenas 

diferenças de variância podem ter menor relevância operacional. 

Considerando o custo-benefício, observa-se que o Espectrofotômetro apresenta 

desempenho próximo ao NC, com maior viabilidade de implementação em CCPS devido 

ao menor custo. O CASA, apesar de também fornecer informações espermáticas 

adicionais, requer alto investimento e rígido controle de parâmetros de captura, o que 

pode limitar o seu uso em rotinas comerciais. Já a CN, embora precisa, é dependente de 

mão de obra qualificada e de maior tempo de execução. 

Dessa maneira, as possíveis fontes de viés observadas podem ser, na 

espectrofotometria, a sensibilidade à turbidez (células somáticas/debris), à curva de 

calibração e à faixa linear de leitura. Dependendo do espectro, a densidade óptica pode 

subestimar amostras muito concentradas ou superestimar quando há partículas não 

espermáticas, elevando a absorbância. Quanto ao CASA, a susceptibilidade à parâmetros 

de detecção e à qualidade da imagem podem perder células (imóveis ou muito lentas), 

reduzindo a contagem e explicando a subestimação. Já quanto à Câmara de Neubauer, o 

preparo manual, a homogeneização, a correta carga da câmara e a contagem podem 

agregar viés de leitura, compatível com discrepância média e variância. 

Por fim, entre as alternativas, o Espectrofotômetro apresenta o melhor 

desempenho relativo (média e variância mais próximas) e pode ser adotado em rotina com 

correção de viés e calibração periódica. O CASA e a Câmara de Neubauer são úteis, mas 

requerem padronização rigorosa e ajustes para evitar subdosagem seminal que, apesar de 

não comprometer a fertilidade diretamente, representa impacto no número de doses 

obtidas por ejaculado, reduzindo o aproveitamento reprodutivo do material genético. 
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5 CONCLUSÃO 

 

 Portanto, conclui-se com esse estudo que os métodos NucleoCounter®, Computer 

Assisted Sperm Analysis, Espectrofotômetro e Câmara de Neubauer apresentam 

resultados diferentes quanto à concentração espermática, ainda que mínimas as variações 

entre eles, permanecendo o primeiro como o padrão ouro. Em suma, estudos futuros 

devem investigar o impacto real dessas variações na taxa de concepção em campo, de 

modo a validar não apenas a acurácia estatística, mas também a relevância biológica e 

zootécnica das técnicas testadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



32 
 

 
 

 

REFERÊNCIAS 

 

ANZAR, M.; KROETSCH, T.; BUHR, M. M. Comparison of different methods for 

assessment of sperm concentration and membrane integrity with bull semen. Journal of 

andrology, v. 30, n. 6, p. 661-668, 2009. 

 

BRITO, L. F. C. et al. Andrology laboratory review: Evaluation of sperm concentration. 

Theriogenology, 85(9), 1507–1527, 2016. 

 

CAMUS, A. et al. Is photometry an accurate and reliable method to assess boar semen 

concentration?. Theriogenology, v. 75, n. 3, p. 577-583, 2011. 

 

CARDEAL, C. et al. Comparative study between the hemocytometric and 

spectrophotometric methods for measuring the sperm concentration of young Nelore 

bulls. Semina: Ciências Agrárias, v. 38, n. 6, p. 3605-3612, 2017.  

 

CARVALHO, J. O. et al. Cinética de espermatozoides criopreservados de bovinos após 

sexagem por citometria de fluxo. Pesquisa Agropecuária Brasileira, v. 44, n. 10, 

2009. 

 

CELEGHINI, E. C. C. et al. Impacto da qualidade do sêmen sobre a fertilidade a campo 

em bovinos. Revista Brasileira de Reprodução Animal, v. 41, n. 1, p. 40-45, 2017. 

 

COLÉGIO BRASILEIRO DE REPRODUÇÃO ANIMAL (CBRA). Manual para 

exame andrológico e avaliação de sêmen animal. Belo Horizonte: CBRA, 3a ed. 

2013, 104p. 

 

COSTA, A. F. et al. Avaliação da qualidade do sêmen humano utilizando métodos 

de análise padrão e coadjuvantes. 2023. 

 

DA SILVA, M. K. F. et al. Comparação de diferentes métodos para avaliação da 

concentração espermática bovina: existem opções a serem comparadas ao 

NucleoCounter®? Brazilian Journal of Development, v. 8, n. 6, p. 47934-47944, 

2022. 

 



33 
 

 
 

DEN DAAS, J. H. G. et al. The relationship between the number of spermatozoa 

inseminated and the reproductive efficiency of individual dairy bulls. Journal of Dairy 

Science, v. 81, n. 6, p. 1714-1723, 1998. 

 

DEPARTAMENTO DE REPRODUÇÃO ANIMAL (VRA); FACULDADE DE 

MEDICINA VETERINÁRIA E ZOOTECNIA (FMVZ); UNIVERSIDADE DE SÃO 

PAULO (USP). Após 2 anos de queda, mercado de IATF retoma crescimento. 9ª ed., 26 

fev. 2025. Boletim Eletrônico. 

 

DINI, P. et al. Validation of a portable device (iSperm®) for the assessment of stallion 

sperm motility and concentration. Reproduction in domestic animals, v. 54, n. 8, p. 

1113-1120, 2019. 

 

DOUGLAS‐HAMILTON, D. H. et al. Particle distribution in low‐volume capillary‐

loaded chambers. Journal of Andrology, v. 26, n. 1, p. 107-114, 2005. 

 

EMBRAPA. Recomendações para o diagnóstico da fertilidade potencial em touros. 

Brasília, DF: EMBRAPA, 2022. 

 

FARRELL, P. B. et al. Quantification of bull sperm characteristics measured by 

computer-assisted sperm analysis (CASA) and the relationship to fertility. 

Theriogenology, v. 49, n. 4, p. 871-879, mar. 1998. 

 

MAHMOUD, A. MA et al. The performance of 10 different methods for the estimation 

of sperm concentration. Fertility and sterility, v. 68, n. 2, p. 340-345, 1997. 

 

MORAES, C. R. et al. Technical Note: The use of iSperm technology for on-farm 

measurement of equine sperm motility and concentration. Translational Animal 

Science, 3(4), 1513–1520, 2019. 

 

MURGAS, L. D. S. et al. Estudo comparativo de diferentes técnicas de avaliação da 

concentração espermática em suínos. Archivos de zootecnia, v. 59, n. 227, p. 463-466, 

2010. 

 

NEUMANN, G. Influência da qualidade de imagens e técnicas de rastreamento nos 

resultados de análise espermática assistida por computador (CASA-Mot) em 

peixes. 2019. 72 f. Tese (Doutorado em Recursos Pesqueiros e Engenharia de Pesca) - 

Universidade Estadual do Oeste do Paraná, Toledo, 2019. 

 



34 
 

 
 

NOGUEIRA, E.; MINGOTI, G. Z.; NICACIO, A. C.. Biotécnicas reprodutivas para 

aceleração do melhoramento genético. 2013. 

 

NUNES, C. R. Relatório de estágio curricular obrigatório: área de reprodução 

animal, 2021. 

 

OLIVEIRA, L. Z. et al. The importance of semen quality in AI programs and advances 

in laboratory analyses for semen characteristics assessment. Success in artificial 

insemination—quality of semen and diagnostics employed. London (UK): InTech, 

p. 1-16, 2013. 

 

RODRIGUES, M. C. et al. Efeito de diferentes concentrações espermáticas para 

diluição do sêmen de varrões sobre a viabilidade do sêmen refrigerado. Pubvet, v. 5, p. 

Art. 1118-1123, 2011. 

 

ROUGE, M. Appearance of semen and sperm concentration in Rouge, M.(ed.) 

collection and evaluation of semen. Black well science ltd. London, p. 42-68, 2002. 

 

SILVA, R. et al. Histórico, evolução, perspectivas futuras e as vantagens da 

utilização de técnicas como a inseminação artificial e da inseminação artificial em 

tempo fixo. 2023. 

 

SNOECK, P. P. N. et al. Padronização do Sperm Class Analyzer®(SCA®) para 

avaliação de espermatozoides equinos criopreservados. Arquivo Brasileiro de 

Medicina Veterinária e Zootecnia, v. 72, p. 1163-1171, 2020. 

 

SOUSA, D. B. Variabilidade das sub-populações de espermatozoides avaliados pela 

cinética em sistema computadorizado e combinação de sondas fluorescentes como 

parâmetro quantitativo do sêmen congelado de ovinos. 2007. 123 f. Tese 

(doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia, 2007. 

 

VASCONCELOS FILHO, W. F. de et al. Eficiência da congelação automatizada na 

viabilidade de sêmen bovino. 2010. 

 

VIANNA, W. L. et al. Estudo comparativo da eficiência de diferentes técnicas de 

mensuração da concentração espermática em suínos. Revista Brasileira de Zootecnia, 

v. 33, p. 2054-2059, 2004. 

 



35 
 

 
 

WOELDERS, H. Overview of in vitro methods for evaluation of semen quality. 

Reproduction in Domestic Animals. Supplement. v. 1, p. 145-164. 1990. 

 


