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AVALIAÇÃO MORFOMÉTRICA DE CÉLULAS ESPERMÁTICAS DE 

OVINOS UTILIZANDO DIFERENTES CORANTES 

 

MORPHOMETRIC EVALUATION OF RAM SPERM CELLS USING 

DIFFERENT DYES 

Yasmim Dantas Braga* 
 

RESUMO 
 

Esse estudo avaliou a influência dos diferentes tipos de corantes utilizados no 

tamanho das células espermáticas de ovinos. Foram utilizados quatro ovinos, que foram 

submetidos ao manejo intensivo e alimentados conforme especificações do NRC. Os 

ejaculados foram diluídos em Tris a uma concentração final de 100×106 espermatozoides 

/ml, em seguida, foram confeccionados esfregaços que foram corados com eosina-nigrosina, 

azul de bromofenol e coloração panótico (Diff Quik) e uma lâmina não foi corada (controle). 

No total, 2.000 espermatozoides (500 espermatozoides de cada coloração e do controle) 

foram digitalizados e avaliados pelo ImageJ, software para processamento e análise de 

imagens. Os espermatozoides foram mensurados quanto ao comprimento da cabeça, largura, 

perímetro e área de cabeça, comprimento da cauda e comprimento total do esperma em m. 

Os dados foram analisados pelo programa estatístico SAS 9.1, submetidos ao estudo da 

ANOVA. Os valores foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05. Os 

resultados demonstraram que os corantes usados nesse estudo aumentaram o tamanho das 

células espermáticas, com os maiores valores foram verificados no Panótico e os menores 

no Controle (P<0,001). A exceção foi verificada para o comprimento da cauda, pois o menor 

valor foi encontrado no corante azul de bromofenol (P<0,001). Outro aspecto constatado, foi 

que cada corante confere uma dimensão diferente para a célula espermática (P<0,001). 

Conclui-se que as dimensões morfométricas dos espermatozoides de ovinos foram 

influenciadas pelos diferentes procedimentos de coloração. Além disso, este é o primeiro 

relato em que as dimensões de células espermáticas de ovinos são obtidas sem uso de 

coloração.  

Palavras-chave: Corantes, digitalização, espermatozoides, mensuração. 
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ABSTRACT 

This study evaluated the influence of different types of dyes used on the size of ram 

sperm cells. Four sheep were used, which were submitted to intensive handling and fed 

according to NRC specifications. Ejaculates were diluted in Tris at a final concentration of 

100×106 spermatozoa/ml, then smears were made and stained with eosin-nigrosin, 

bromophenol blue and panoptic staining (Diff Quik) and one slide was not stained (control). 

In total, 2,000 spermatozoa (500 spermatozoa of each stain and of the control) were digitized 

and evaluated by ImageJ, software for image processing and analysis. The spermatozoa were 

measured in terms of head length, width, perimeter and head area, tail length and total sperm 

length in m. The data were analyzed using the SAS 9.1 statistical program, submitted to the 

ANOVA study. Values were considered statistically significant when p<0.05. The results 

showed that the dyes used in this study increased the size of sperm cells, with the highest 

values observed in the Panotic and the lowest in the Control (P<0.001). The exception was 

found for tail length, as the lowest value was found in the bromophenol blue dye (P<0.001). 

Another aspect observed was that each dye confers a different dimension to the sperm cell 

(P<0.001). It is concluded that the morphometric dimensions of ram spermatozoa were 

influenced by the different staining procedures. Furthermore, this is the first report in which 

the dimensions of ram sperm cells are obtained without the use of staining 

 

 
 
Keywords: Dyes, digitization, sperm, measurement. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A capacidade de predição da qualidade espermática e de sua correlação com a 

fertilidade precisa ser melhorada. Apesar disso, a avaliação seminal é uma ferramenta 

importante para a seleção de reprodutores. Os parâmetros mais relevantes para a análise de 

sêmen são a concentração, vigor e motilidade e morfologia do espermatozoide. Dentre esses 

parâmetros, a morfologia dos espermatozoides é umas das melhores formas de se obter 

informação sobre a fertilidade masculina (BANASZEWSKA et al., 2015a), e o exame de 

morfometria espermática (DE PAZ et al., 2015), que possibilita diagnosticar o quadro de 

fertilidade, por meio da determinação da regularidade dos espermatozoides, mostrando as 

possíveis anomalias morfológicas, constitui ferramenta importante. Desse modo, a análise 

morfométrica é outro método usado para avaliar a morfologia e pode ser usado para determinar 

defeitos espermáticos que ocorrem principalmente na cabeça, incluindo macro ou microcefalia 

(MAREE et al., 2010). 

Entretanto, no mesmo ejaculado é possível encontrar subpopulações espermáticas 

que podem apresentar diferentes morfometrias (MAROTO-MORALES et al., 2012; 

VICENTE-FIEL et al., 2013; VALVERDE et al., 2016) e motilidades (YÁNIZ et al., 2015). 

Estudos recentes demonstraram que, in vitro, ovinos de alta fertilidade apresentaram maior 

proporção de espermatozoides com motilidade eficiente (rápida e linear) e com cabeças 

grandes e longas. Sugerindo que essas subpopulações podem apresentar uma maior eficiência 

migratória de espermatozoides através do trato genital feminino (YÁNIZ et al., 2015). 

Embora haja evidências de relações entre as características morfométricas dos 

espermatozoides e a fertilidade, os resultados variam amplamente e às vezes são 

contraditórios (MAROTO-MORALES et al., 2016). Por isso, conhecer as implicações do 

tamanho dos espermatozoides sobre a fertilidade pode fornecer uma nova ferramenta para 

avaliação do sêmen, transformando a morfometria em um teste confiável e preditivo de 

fertilidade potencial (GARCÍA-VÁZQUEZ et al., 2016). 

Um método de avaliação da morfologia e morfometria dos espermatozoides é a 

analise espermática assistida por computador (CASMA - Computer Assisted Sperm 

Morphological Analysis), que propicia analises com menor subjetividade e menor chance de 

erro (GAGO et al., 1998; DE PAZ et al., 2015), porém, esse sistema é relativamente caro e 

não está isento de erros (BANASZEWSKA et al., 2015b). Visto que, é necessário determinar 

se a avaliação automatizada da morfometria e tão eficaz quanto a avaliação clássica de 

morfometria (MORRELL, 2022). Devido ao seu alto custo, o uso desse sistema pode ser 
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inviável para o uso de interessados sem tantos recursos. 

A partir da hipótese de que os espermatozoides de ovinos podem apresentar 

dimensões alteradas após as técnicas de coloração, propõe-se que há necessidade de 

padronização da avaliação da morfometria espermática dos espermatozoides considerados 

normais. Este estudo objetivou, portanto, verificar se os corantes rotineiramente utilizados nas 

análises interferem no tamanho das células espermáticas de ovinos. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
Local do experimento, animais experimentais e processamento do sêmen 

O experimento foi realizado no Laboratório de Estudos em Reprodução Animal (LERA), 

do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceará. Os ejaculados foram obtidos 

de quatro ovinos deslanados (24 meses de idade e 40 kg de peso corporal), sendo três animais 

da raça Santa Inês e um da raça Morada Nova variedade branca. Os animais foram previamente 

treinados e os ejaculados foram avaliados para verificar sua viabilidade para fins experimentais. 

Os reprodutores foram alojados em baias individuais com comedouros e bebedouros e 

submetidos ao manejo intensivo. A alimentação foi fornecida na proporção de 60% de 

volumoso (feno de Tifton 85, Cynodon dactylum) e 40% de concentrado, conforme 

especificações do NRC (2007). A mistura mineral foi adicionada ao concentrado e a água foi 

fornecida livremente.  

Os ejaculados foram obtidos semanalmente com auxílio de uma fêmea em estro natural e 

de uma vagina artificial. Cada ejaculado foi mensurado quanto ao volume (ml) e a concentração 

espermática (×109 sptz/ ml; espectrofotometria). Logo em seguida, o sêmen foi diluído no Tris-

citrato (3,63 g de tris, 0,50 g de frutose, 1,9 g de ácido cítrico, 100 ml de água destilada - qsp) 

de modo a obter uma concentração final de 100×106 sptz /ml. 

 

Preparação das lâminas 

As lâminas foram preparadas para serem coradas por três métodos de coloração: Eosina-

nigrosina (EN), Azul de bromofenol (AB) e Panótico (PA); como controle, algumas laminas 

não foram coradas. 

O corante eosina-nigrosina foi preparado de acordo com o método descrito por Baril et 

al. (1993). O processo de preparação do azul de bromofenol foi realizado conforme descrito 

por Derivaux (1980), com pH e osmolaridade para as condições fisiológicas dos 

espermatozoides de pequenos ruminantes (pH 6,8; 300mOms; 32°C) e estocado a temperatura 
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ambiente (MEDEIROS et al., 2006). O corante panótico rápido® foi adquirido comercialmente 

e utilizado conforme a recomendação do fabricante. 

No total, 2.000 espermatozoides (500 espermatozoides de cada coloração e do controle) 

foram digitalizados e avaliados pelo ImageJ, que é um software para processamento e análise 

de imagens, desenvolvido por Wayne Rasband no National Institute of Mental Health, USA, 

em linguagem Java. Foram realizadas as seguintes mensurações (m): comprimento da cabeça, 

largura, perímetro e área da cabeça, comprimento da cauda e comprimento total do 

espermatozoide. 

Primeiramente, houve a necessidade de obtenção de uma escala real para mensuração dos 

espermatozoides, o software precisa de uma escala conhecida para que possa ser convertida em 

pixels e assim ser usado.  Como padrão, utilizou-se as medidas da câmara de Neubauer, pois a 

lateral do quadrado central mede 0,05 mm, equivalente a 50 m, em pixels, e aumento no 

microscópio óptico de 100 ×. Conhecendo essas medidas foi realizada a confecção da escala 

usada para a leitura das células. O valor obtido foi 589.1010 pixels para a lateral da câmara de 

Neubauer (50 m), totalizando 11.7820 pixels para cada 1 m. 

Para obtenção de medidas mais acuradas foram realizadas medidas preventivas para 

diminuir possíveis erros. A câmara de Neubauer e todas as lâminas foram fotografadas no 

mesmo dia, no mesmo microscópio, câmara e pelo mesmo operador.  

Para medicação das células foram usadas as ferramentas disponíveis pelo próprio 

Software e os resultados foram organizados para posterior analise estatística.  

 
 
Análise Estatística 

 
Os dados obtidos de comprimento, largura e perímetro da cabeça (m), área do 

cabeça (m2), comprimento da cauda e total do espermatozoide (m) foram analisados pelo 

programa estatístico SAS (2009). Então, foram submetidos a ANOVA para verificar o efeito 

da coloração sobre a morfometria dos espermatozoides. Quando se constatou diferenças 

significativas entre os tratamentos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de 

significância. 

 
3 RESULTADOS  

 

Nesse estudo, encontra-se o primeiro relato das dimensões espermáticas de ovinos 

obtidas a partir de células não coradas que foram previamente digitalizadas e depois 
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mensuradas no software ImageJ. Então, é possível afirmar que, os valores morfométricos 

obtidos no Controle correspondem às reais dimensões dos espermatozoides na espécie ovina 

Devido a qualidade das imagens e medição do acrossoma e da peça intermediaria 

ficaram comprometidas sendo possível apenas analisar comprimento, largura, área e perímetro 

de cabeça e tamanho de cauda total (peça intermediaria e cauda) e o comprimento total do 

espermatozoide.  

Os resultados da mensuração dos espermatozoides de ovinos não corados e 

corados estão expressos na Tabela 1.  

 

Tabela 1. Média ± erro padrão das medidas morfométricas das células espermáticas de ovinos 

não coradas (Controle) ou coradas com Eosina-Nigrosina (EN), Azul de Bromofenol (AB) ou 

Panótico (PA).  

Parâmetros Controle EN AB Panótico SE (%) P-valor 

Comprimento da cabeça 8,68d 10,49b 10,23c 10,72a 0,024 <0,001 

Largura da cabeça 5,34d 5,59b 5,11c 5,83a 0,013 <0,001 

Perímetro da cabeça 25,05d 26,91b 26,44c 28,32a 0,054 <0,001 

Área da cabeça 42,14d 48,24b 46,04c 53,59a 0,196 <0,001 

Comprimento da cauda 64,48c 66,58b 63,17d 70,49a 0,133 <0,001 

Comprimento total 73,74c 77,19b 73,46c 81,75a 0,149 <0,001 

a, b médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,001). 
 
 

Esses resultados demonstraram que os corantes usados nesse estudo aumentaram 

o tamanho das células espermáticas, com os maiores valores foram verificados no Panótico 

e os menores no Controle (P<0,001). A exceção foi verificada para o comprimento da cauda, 

pois o menor valor foi encontrado no corante azul de bromofenol (P<0,001). Outro aspecto 

constatado, foi que cada corante confere uma dimensão diferente para a célula espermática 

(P<0,001).  

A observação das células nos diferentes corantes usados nesse experimento, 

também permitiu constatar que as células espermáticas de ovinos foram eficientemente 

visualizadas e digitalizadas com os corantes eosina-nigrosina e azul de bromofenol. O 

panóptico coloriu os espermatozoides com menos eficiência, porém as células não coradas 

tiveram o processo de digitalização e mensuração no ImageJ bem mais difícil. 
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DISCUSSÃO 
 

Diversos estudos envolvendo a morfometria dos espermatozoides de ovinos 

foram realizados, enfatizando o comprimento e largura de cabeça (8 - 10 m e 3,77 – 4,6 m, 

respectivamente (EVANS e MAXWELL, 1987), comprimento da peça principal (42,50 m; 

GARCÍA-VÁZQUEZ et al., 2016) e comprimento total do espermatozoide 64,7 m 

(GARCÍA-VÁZQUEZ et al., 2016). No entanto, alguns relatos têm indicado a existência de 

variação nas dimensões da cabeça do espermatozoide entre os indivíduos e épocas do ano 

(BRAVO et al., 2014; MAROTO-MORALES et al., 2012), fertilidade (YÁNIZ et al., 2015), 

maturidade sexual (DULAIMI et al., 2015), raça (BARQUERO et al., 2021),  métodos de 

mensuração ( DE PAZ et al., 2011) e tipo de corante utilizado (AKSOY et al., 2012). Esses 

estudos foram importantes para aquisição de conhecimento e estabelecimento dos padrões 

morfométricos dos espermatozoides normais para a espécie ovina.  

É consenso que, um espermatozoide é considerado normal se a forma e o tamanho 

da cabeça, peça intermediária e cauda estiverem dentro da classificação de uma determinada 

espécie (CZUBASZEK et al., 2019). No estudo atual, verificou-se que as diferentes técnicas 

de coloração influenciaram essas dimensões, pois mesmo as células coradas apresentaram 

valores consideravelmente maiores que as mensurações já citadas anteriormente. Então, é 

possível inferir que as reais dimensões dos espermatozoides de ovinos são superestimadas 

quando se usa os corantes eosina-nigrosina, azul de bromofenol e panótico. Este achado pode 

justificar, em parte, a grande variabilidade de resultados encontrados na literatura 

internacional. Entretanto, há necessidade de compreensão do porquê dos diferentes corantes 

promoverem dimensões diversas. Outro aspecto que deve ser considerado é que o aumento 

do tamanho das células poder ter sido atribuído a uma baixa concentração de colesterol e de 

ácidos graxos polinsaturados na membrana celular dos espermatozoides dessa espécie 

(POULOS, DARIN-BENNETT e WHITE, 1973; POULOS et al., 1975; PARKS e 

HAMMERSTEDT, 1985). Tais características influenciam na fluidez e na suscetibilidade ao 

dano na membrana espermática (STUBBS e SMITH 1984). 

 
4 CONCLUSÃO 

 
Conclui-se que as dimensões morfométricas dos espermatozoides de ovinos 

foram influenciadas pelos diferentes procedimentos de coloração. Considera-se importante 

fazer ajustes nos valores obtidos ou até mesmo na formulação dos corantes afim de evitar 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2210784315001977#!
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alterações significativas nos valores das dimensões das células.  Além disso, este é o primeiro 

relato em que as dimensões de células espermáticas de ovinos são obtidas sem uso de 

coloração.  
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