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PADRONIZACAO DO SISTEMA DE ANALISE COMPUTADORIZADA DE
SEMEN (CASA) PARA AVALIACAO DE ESPERMATOZOIDES EQUINO
CRIOPRESERVADOS.

RESUMO

O sistema de andlise computadorizado de sémen (CASA) é uma
ferramenta importante para avaliacdo da cinética espermatica fornecendo
informacdes precisas, objetivas e com alta repetibilidade. Entretanto, existe
alguns fatores que interferem nos resultados da cinética espermética. 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 n&o afetaram a cinética dos espermatozoides
(P>0,05). O segundo experimento avaliou o efeito das camaras (lamina sob
laminula, Leja®10, Leja®20) sob a cinética espermatica. Os tipos de camaras
utilizadas influenciaram os parametros de MP, Médios, Lentos, VSL, LIN, STR,
WOB e Hiperativos (P<0,05). O terceiro experimento avaliou o efeito das
concentracdes espermaticas de (25, 50 e 100x10°) sob a cinética espermatica.
As diferentes concentracdes empregadas influenciaram nos resultados de MT,
MP, Médios, LIN, STR e BCF (P<0,05). O uso da concentracao espermatica de
100x1068 resultou em maior percentual de MP, ja o uso das concentragdes de 25
e 50 x10° resultou em maior LIN, STR e BCF (P<0,05). O quarto experimento
avaliou o efeito dos diluidores (BotuCrio®, BotuSémen®, TALP sperm, Solucdo
fisiol6gica) e o emprego das concentracdo espermatica de 25 e 50 x10°sob a
cinética espermatica. Os diluidores influenciaram significativamente os
parametros MT, MP, Rapidos, VCL, STR, ALH, BCF e Hiperativos, independente
da concentracdo 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 interagdo entre diluidor e concentracdo espermatica
principalmente quando foi utilizado Solugao fisiologica e uma concentragéo de
50 x108 espermatozoides/mL, obtendo assim maiores valores de VSL, VAP, LIN.
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Com base nos resultados obtidos € indicado para avaliagdo do sémen equino
criopreservado pelo SCA® uma velocidade de captura de 25 imagens/segundo
com frequéncia de 50Hz. O uso da lamina sob laminula pode ser utilizada na
analise do sémen pelo SCA®. O sémen deve ser diluido para obtencdo de uma
concentracdo espermética adequada. Indica-se o0 emprego de uma
concentracdo entre 25 e 50x108 espermatozoides/mL. Para rediluicdo e ajuste
da diluicdo é recomendado preferencialmente o diluidor utilizado na congelacéo,

seguido de TALP sperm e como terceira opcao Solucao fisiolégica.

Palavras-chave: SCA®. Motilidade. Cinética. Congelacéo. Equino.



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 100x10°) under sperm kinetics parameters.
Different concentrations employed influenced the results of MT, MP, Medium,
LIN, STR and BCF (P <0.05). The use of 100x10° sperm concentration resulted
in a higher percentage of PM, since the use of 25 and 50 x10° concentrations
resulted in greater LIN, STR and BCF (P <0.05). The fourth experiment evaluated
the effect of extender (BotuCrio®, BotuSémen®, TALP sperm, physiological
solution) and the use of sperm concentration of 25 and 50 under x10® 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 10® 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



to obtain the desired sperm concentration. It is indicated the use of a
concentration between 25 and 50x10°® 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.
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1 INTRODUCAO

A equinocultura vem se destacando nos ultimos 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 industria do cavalo
movimenta um montante de 7,5 bilhdes de reais por ano na economia nacional
(IBGE, 2011; LIMA et al., 2012).

Devido ao crescimento e aumento da demanda na criagcdo de equinos,
tem surgido a necessidade do aprimoramento de biotécnicas reprodutivas que
possibilitem um melhor aproveitamento do potencial produtivo e a promog¢ao do
melhoramento genético desta espécie (BRANDAO, 2008). Atualmente, as
técnicas de reproducdo assistida como a inseminacdo artificial e a
criopreservacdo de sémen pelo resfriamento ou congelacdo tem impulsionado
pesquisas com o objetivo de aperfeicoar a sua aplicabilidade e incrementar os
indices de fertilidade obtidos a campo.

Os avangos crescentes nos protocolos de criopreservacdo e diluidores
seminais, dentre outros, tém aumentado a utilizacdo da inseminacéao artificial
nesta espécie nos Ultimos anos. Esta técnica permite a otimizacédo de garanhdes
e a possibilidade de inseminar éguas em diferentes regibes e até mesmo
diferentes paises. Assim, a utilizacdo do sémen resfriado e congelado pode
maximizar o uso de garanhBes com genética superior e melhoradores de
determinadas caracteristicas raciais, além de possibilitar a formacdo de
germoplasmas de racas ameacadas de extincdo (AMANN; PICKET, 1987).

Na avaliacéo da viabilidade espermatica a motilidade, a concentracdo e a
morfologia continuam sendo os atributos relevantes na identificacdo de amostras
seminais com potencial fecundante. Devido a importancia da avaliacdo da
cinética espermatica, pesquisadores buscaram a elaboracdo de um
equipamento automatizado capaz de analisar esses parametros de forma
objetiva e rapida (MACK et al., 1988; KATILA, 2001; EHLERS et al., 2011).

2 OBJETIVOS
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2 1 Objetivo Geral

Padronizacdo do uso do sistema de analise computadorizado (CASA,

SCA®) para avaliagcao do sémen equino criopreservado.

2 2 Objetivos Especificos

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

espermaética.

- Avaliar o efeito dos tipos de camaras na cinética espermatica.

-Avaliar o efeito da taxa de diluicdo na cinética espermatica.

- Avaliar o efeito de diluidores na cinética espermatica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Computer Assisted Sperm Analyzer (CASA)

E um sistema automético de software e hardware utilizado para
visualizar, digitalizar e analisar imagens sucessivas, fornecendo informagdes
precisas e significativas do movimento individual de cada célula, bem como a
identificacdo de diferentes subpopulacdes espermaticas com alto grau de
repetibilidade (VERSTEGEN et al., 2002; AMANN; KATZ, 2004).

O CASA apresenta como componentes um microscopio de contraste de
fase conectado a uma camera de video, que captura imagens digitais formando
uma sequéncia de imagens de diferentes campos. Apds a sua aquisicdo, as
direciona para um computador com um software especifico instalado e sao
analisadas automaticamente campo a campo, desenhando o movimento de cada
espermatozoide para reconstruir a trajetéria percorrida. Com o0 uso deste
equipamento € possivel identificar e acompanhar o percurso de cada célula
espermética e obter resultados relacionados a sua motilidade e as
caracteristicas de sua trajetdria e cinética (MORTIMER, 2000; VERSTEGEN et
al., 2002).

O movimento espermatico é originado pelo batimento flagelar, o qual
apresenta uma frequéncia muito elevada, sendo de até 80 batimentos por
segundo para espermatozoides de humanos. Portanto, a avaliacdo € realizada
através da captura da trajetéria da cabeca dos espermatozoides, porque
tecnicamente € mais facil acompanhar esse movimento (MORTIMER, 2000;
AMANN; KATZ, 2004).

Para que ocorra a captura da imagem do espermatozoide pela camera
digital € necessaria a utilizagdo de um microscéopio de contraste de fase de
campo escuro, para melhor percepcdo dos espermatozoides que emitem um
brilho sobre o fundo escuro. O sistema reconhece a cabeca do espermatozoide
devido a uma padronizagdo no tamanho minimo e maximo da cabeca ja
estabelecido para as espécies. Se na amostra a ser avaliada tiver sujidades, que

se enquadre dentro desse limite esperado para uma cabeca de espermatozoide,
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essas serdo capturados e contabilizadas como célula espermética, fato que pode
ser uma possibilidade de erro na andlise pelo sistema (MORTIMER, 2000).

Os parametros fornecidos pelo sistema CASA apresentam uma
terminologia padronizada desde 1988 apds encontros realizados pela Sociedade
Americana de Andrologia em Houstoun no Texas e a Federagdo CECOS (Centre
d Etude et de Conservation du Sperme Humanain) em Montpellier na Franca e
estes séo relacionados abaixo (MORTIMER, 1997; VERSTEGEN et al., 2002).

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

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

espermética. Esse valor € sempre o mais alto dos trés valores de velocidade.

Velocidade média da trajetéria (VAP- um/s): velocidade da trajetoria

meédia do espermatozoide.

Velocidade linear progressiva (VSL- um/s): velocidade média em funcao

da linha reta estabelecida entre o primeiro e o ultimo ponto da trajetdria do
espermatozoide. Esta é sempre a mais baixa das trés velocidades para qualquer

espermatozoide.

Amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH- um): é a amplitude

do deslocamento médio da cabeca do espermatozoide.

Frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF-Hz): é a frequéncia que

a cabeca do espermatozoide cruza a trajetoria do movimento.

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

proximidade do trajeto do espermatozoide em linha reta.

Retilinearidade (STR-%): € a relacdo percentual entre VSL e VAP. A

linearidade estima a proximidade do trajeto do espermatozoide em uma linha

reta.

Index de oscilacdo (WOB): é a relacdo entre o caminho médio e
curvilineo calculada por (VAP/VCL) x 100.

Os parametros fornecidos pelo sistema CASA que definem
quantitativamente o movimento espermatico sao velocidade curvilinear (VCL),

velocidade linear progressiva (VSL) e velocidade média da trajetéria (VAP)
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(Figura 1). Ja os parametros que definem a qualidade do movimento espermético
sao linearidade (LIN), retilinearidade (STR), index de oscilagdo (WOB),
amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH) e batimento flagelar cruzado
(BCF).

N ,J:'
R ~
P, 7 ~
. s % : N
i , r - vsL g
A == wap L
.:I / ‘_" LARLIRT ]} V(L ar \ ‘-

Figura 1- Representagdo grafica dos parametros quantitativos expressos pelo CASA em uma trajetdria
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 espermatico, porém, o0s sistemas
desenvolvidos eram incapazes de mensurar a velocidade individual dos
espermatozoides (MORTIMER et al. 2015).

Em 1978 surgiu o primeiro sistema automatico apropriado para avaliar a
trajetéria do movimento do espermatozoide baseado na avaliacédo individual das
células. Esse sistema de andlise de sémen era por computador e foi proposto
pela primeira vez por Dott e Foster. Nos dias atuais € comumente utilizado em
varios laboratérios de androl6gia de humanos e em diferentes espécies de
animais como touro, cavalo, varrdo, coelho, rato e ovelhas (VERSTEGEN et al.,
2002; AMANN; KATZ, 2004).

Os sistemas de analise de sémen computadorizados foram
desenvolvidos e aprimorados para proporcionar uma analise precisa. Varios ja
estdo disponiveis comercialmente, podendo variar no modo de seu
funcionamento e na capacidade de detectar e mensurar a motilidade dos
espermatozoides das diferentes espécies. Os sistemas especificos para analise

de sémen comercializados sao: 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 composi¢ao do sistema CASA variam
largamente entre as maquinas, opticas e software usados na identificacdo
espermética e reconstrucdo de sua trajetéria, mas os principios de avaliagdo séo
similares (VERSTEGEN et al., 2002).

Segundo Mortimer et al. (2015) o sistema CASA progrediu
consideravelmente nas ultimas décadas devido ao uso de camaras digitais de
alta resolucdo combinado com melhorias nos softwares, assim como o controle
da iluminacdo automéatico/interativo, filtragem de movimento browniano,
rastreamento inteligentes através de colisbes e deteccdo de cauda. Essas
mudancas favoreceram as melhorias no emprego dessa ferramenta em clinicas

reprodutivas humanas e de animais domésticos.

3.1.3 A IMPORTANCIA DA AVALIACAO DA CINETICA ESPERMATICA

A avaliacdo da motilidade espermética é considerada um elemento
importante para avaliacdo dos espermatozoides do ejaculado. Um dos testes
mais utilizados € andlise do percentual de espermatozoides moveis que
apresenta como finalidade predizer a qualidade e funcdo espermatica (DOTT;
FORST; 1979; VERSTEGEN et al., 2002).

Tradicionalmente para a avaliacdo da motilidade espermatica utiliza-se
o método convencional. Este método consiste na avaliacdo subjetiva dos
espermatozoides utilizando microscopio 6ptico comum e deve ser realizada por
um técnico experiente. Assim, Verstegen et al. (2002) e Coetzee et al. (1999)
relataram uma variagéo de 30 a 60 % nos parametros de motilidade dos mesmos
ejaculados, tanto de amostras de sémen de humanos como de animais, portanto,
constatando que esse tipo de andlise subjetiva € imprecisa e sujeita a
variabilidade.

Dessa forma, uma alternativa para reduzir essa variabilidade na analise
do sémen é utilizar o sistema de analise computadorizado, sendo esse capaz de
determinar uma série de variaveis do movimento espermatico como motilidade
total e progressiva, velocidade curvilnear, velocidade linear progressiva,

velocidade média da trajetéria, linearidade, retilinearidade, frequéncia do
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batimento flagelar cruzado e amplitude de deslocamento lateral da cabeca. Esse
conjunto de variaveis correspondem a cinética dos espermatozoides e sdo
parametros que nao podem ser determinadas pelo olho humano (QUINTERO-
MORENO et al., 2003).

Outro fato relevante relacionado a importancia da determinagédo da
motilidade espermética é que a sua qualidade é responsavel por promover a
propulséo do espermatozoide pelo trato reprodutivo da fémea até atingir a tuba
uterina, assim € indicada como um dos parametros mais importantes para
predizer a capacidade fertilizante do espermatozoide (COX et al., 2006).
Portanto, esse parametro € importante na avaliacdo da fertilidade do macho,
podendo ser considerado um teste funcional, devido a sua relacdo com o
potencial de energia presente no espermatozoide (QUINTERO-MORENO,
2003).

Segundo Centola (1996) os parametros espermaticos como a velocidade
progressiva e os padres de cinética espermatica tem sido amplamente
estudados e apresentam uma alta correlacdo com a penetragdo no muco cervical
e penetracdo de ovécitos de hamster.

Oliveira et al. (2013) notaram em estudos que VAarios parametros
espermaticos obtidos pelo sistema CASA sdo importantes para predizer a
fertilidade como motilidade total, motilidade progressiva, batimento flagelar
cruzado (BCF) e percentual de espermatozoides rapidos. Assim, as varias
combinacdes dessas variaveis obtidas pelo sistema apresentam alta correlacdo
com a fertilidade, mais do que quando analisados individualmente.

Farrel et al. (1998) verificaram uma alta correlacéo (r=0,89 a 0,98) entre
associacdo de alguns parametros do movimento espermatico do sémen de
bovinos avaliados e a fertilidade utilizando o CASA. Os parametros que
apresentaram correlacao positiva foram: motilidade progressiva, LIN, BCF, VAP,
VCL, VSL, STR e ALH.

Ja Kathiravan et al. (2008), ao avaliarem as caracteristicas espermaticas
que poderiam apresentar uma relacdo efetiva com a fertilidade do sémen de
touros, obtiveram uma alta correlacédo da motilidade progressiva (r=0,791), VAP
(r=0,612) e VSL (r=0,625) com a fertilizacdo. Portanto, os parametros cinéticos
obtidos pelo CASA podem ser Uteis para predizer o potencial fertilizante das

amostras de sémen.
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3.1.4 APLICACOES DO CASA

O uso do sistema CASA tem aumentado nas ultimas décadas devido aos
avancos e aprimoramento das pesquisas, principalmente por ser largamente
utilizado na espécie humana, onde tem sido empregado para avaliagdo da
qualidade esperméatica e utilizacdo do sémen na reproducdo assistida
(VERSTEGEN et al., 2002).

O CASA tem sido considerado uma ferramenta poderosa para ser
utilizada em laboratérios de analises clinicas em estudos toxicoldgicos. Onde é
empregado na avaliacdo das caracteristicas do movimento espermatico de
homens que foram expostos a substancias toxicas em seu local de trabalho
(SCHLEH; LEONI, 2013).

Outra aplicabilidade, com sucesso por mais de 20 anos € na realizacéo
de pesquisas em espécies de animais em clinicas veterinarias ou em centros de
estudos como Universidades. Nesse contexto, alguns estudos foram realizados
para validar o sistema de andlise de sémen computadorizado em diferentes
animais como touro, equino, suino e cdes (FARREL et al., 1998; SCHAFER-
SOMI; AURICH, 2007; HOOGEW!IJS et al., 2012; GACZANZEWICZ et al., 2015).
Além de ser empregado em centrais de reproducdo para a determinacdo de
ndameros de doses a serem aplicadas na inseminacéo artificial (AMAN; KATZ,
2004).

Muito utilizado também na validacao de técnicas de criopreservacao de
gametas, o qual possibilita a averiguagdo da viabilidade de diluidores e
crioprotetores utilizados no processo de resfriamento e congelacdo do sémen
(ARAUJO et al., 2012)

3.1.5 VANTAGENS E DESVANTAGENS DO CASA

O sistema apresenta algumas vantagens, dentre essas podemos listar a
reducdo da possibilidade de erros por se valer de uma avaliagdo mais objetiva,
facilidade no manuseio e configuracédo do sistema, possibilidade de quantificar

um grande numero de células com padrdo de motilidade heterogéneo em um



23

curto periodo de tempo, assim fornecendo informacdes adicionais sobre as
caracteristicas de movimentacdo dos espermatozoides, as quais quando
analisadas através da observacado convencional apresenta limitacdo (MACK et
al., 1988; FARREL et al., 1996). Somado a isso, é capaz de fornecer dados de
concentragdo de espermatozoides/mL, morfometria, morfologia, viabilidade e
fragmentacdo de DNA, detectando mudancas sutis nos parametros sob varias
condicbes experimentais (KRAEMER et al., 1998; VERSTEGEN et al., 2002).

E potenciaimente uma ferramenta poderosa para ser utilizada no
laboratério de andlises clinicas, fornecendo uma melhor compreensdo das
implicacbes fisiologicas das caracteristicas da motilidade espermatica,
principalmente em estudos toxicologicos (SLOTT et al., 1993, 1995).

Apresenta alta repetibilidade entre analises, as avaliagbes sé&o
rapidamente executadas e os resultados séo facilmente catalogados, permitindo
a comparacéo dos mesmos com os valores considerados como padréo, podendo
ser acessado e comparado por diferentes laboratérios, clinicas, empresas e
universidades (FARREL et al., 1995; MATOS et al., 2008).

As desvantagens do CASA, que podem tornar seu uso limitado séo o
elevado custo do equipamento, necessidade de validacdo do sistema para
avaliar amostras de sémen de diferentes espécies, necessidade de correlacdo
dos parametros com dados de fertilidade e a padronizacédo do sistema com uso
de procedimentos operacionais adequados (DAVIS; KATZ, 1993; VERSTEGEN
et al., 2002). Outro aspecto a ser ressaltado é a possibilidade de possiveis erros
de interpretacdo do sistema CASA, como por exemplo, a dificuldade de distinguir
espermatozoides de debris ou particulas suspensas presentes em diluidores
seminais como goticulas de gordura presentes na gema de ovo, levando a
superestimacdo da concentracdo espermatica e reducdo do percentual de
espermatozoides moveis (MORTIMER, 1997).

3.2 FATORES QUE INTERFEREM NA AVALIACAO UTILIZANDO O CASA

3.2.1 TEMPERATURA

A temperatura € um fator essencial no momento da analise dos

espermatozoides. Quando as amostras sdo submetidas a uma reducdo da
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temperatura ocorre uma desaceleracdo dos processos metabdlicos celulares e
no consumo de oxigénio, resultando em uma diminuicdo da motilidade
espermatica (NORMAN; HILL, 1958).

A temperatura foi identificada como um fator que pode afetar os
pardmetros de motilidade e cinética espermatica na avaliagdo pelo sistema
CASA. Algumas pesquisas tem sido realizadas empregando diferentes
temperaturas no momento da avaliacdo. Igor Ouada e Verstegen (2001)
analisaram com o sistema CASA amostras de sémen de cées, utilizando duas
diferentes temperaturas (30 e 38° C) e observaram mudang¢as nos parametros
de motilidade espermatica, com reducdo dos percentuais quando empregada a
temperatura de 30° C. Os melhores resultados de motilidade foram obtidos
guando o sémen foi avaliado a uma temperatura de 38 ° C.

Quando foi avaliada a temperatura ideal para analise de sémen de
humanos, no estudo realizado por Kraemer et al. (1998), foi constatado que os
melhores valores de cinética espermatica (VCL e VSL) foram entre 24 e 37 °C
na incubacéao antes da avaliacdo. Concluiram que é preferivel o emprego de 37
° C no momento da avaliagdo por ser uma temperatura mais fisiolégica.

Como constatado por diversos autores, a temperatura ideal para ser
empregada no momento da avaliacdo espermatica pelo CASA, € aquela que
mais se assemelha a temperatura corporea da espécie que o sémen €
proveniente (IGOR OUADA; VERSTEGEN, 2001; VERSTEGEN et al., 2002).

3.2.2 CAMARA DE CONTAGEM

A precisao da camara de contagem € um ponto importante na avaliacao
do sémen pelo CASA. O tipo de camara pode sub ou superestimar a
concentracdo e a motilidade espermatica, isso pode ser desastroso durante o
calculo de niumero de doses inseminantes de uma amostra (BROEKHUIJSE et
al., 2011). Segundo Verstegen et al. (2002) as fontes de erros podem ser
atribuidas ao manuseio repetido, limpeza, remontagem, altura e profundidade da
camara, bem como o volume de sémen colocado durante o preenchimento.

Diversos estudos foram realizados para avaliar o efeito do tipo de

camara para avaliacdo do sémen de diferentes espécies domesticas como
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touros, carneiros, garanhbes e cédes (IGUER-OUADA; VERSTEGEN, 2001,
HOOGEWIJS et al., 2012; GLORIA et al., 2013; PALACIN et al., 2013).

Atualmente existe um grande numero de camaras, reutilizaveis e
descartaveis, disponiveis para serem utilizadas na avaliacdo dos
espermatozoides, seja de forma manual ou computadorizada. Os diferentes tipos
comercializados, indicadas como apropriadas para a avaliacdo espermatica sao:
Makler® (Sefi-Medical Instrument, Haifa, Israe), Horwell®, Microcell™
(Conception Technologies, San Diego, CA), Cell-vu® (Millennium Sciences Inc.,
New York, NY), Micro-CeD®, Leja® (Leja Products, Nieuw-Vennep, The
Netherlands). Essas camaras possuem profundidade especifica que permite a
livre movimentacdo dos espermatozoides (SEAMAN, et al., 1996; LENZ et al.,
2011; HOOGEWIJS et al., 2012). Outro aspecto que apresenta variacdo € o
volume e formas de preenchimento distintos entre as camaras (GLORIA et al.,
2013).

A profundidade da céamara pode interferir nos resultados de
concentracdo, pois afeta a capacidade de deteccdo de células pelo sistema
CASA. Também é indicada como uma das causas da variagdo da motilidade em
decorréncia da restricdo do deslocamento espermatico, promovendo uma
interacdo das células com as paredes da camara. Somado a isso, alguns autores
apontam a ocorréncia de uma possivel acdo téxica presente na cola adesiva e
tintas utilizadas na fabricagdo, podendo influenciar nos espermatozoides que
interajam com as paredes da camara resultando em lesdes na membrana
espermatica (VERSTEGEN et al., 2002; DOUGLAS-HAMILTON et al., 2005;
GLORIA et al., 2013; CONTRI et al., 2010; KLIMOWICZS et al., 2008).

A profundidade da camara pode variar de 10, 20 até 100 um. As camaras
que apresentam profundidade de 20 pm séo indicadas para avaliar
espermatozoides que se apresentam capacitados, portanto com predominancia
de movimentos hiperativos. Ja as camaras de profundidade de 10 pum sé&o
indicadas para avaliacdo de amostras que apresentam pequenas altera¢cdes no
movimento espermatico (LE LANNOU et al.,1992; KRAEMER et al., 1998).

Outro aspecto importante para a utilizacdo de camaras que apresentam
profundidade menor que 20 pm é a necessidade de se evitar que 0s

espermatozoides se movimentem em diferentes planos focais, reduzindo
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possiveis erros na captura de imagem pelo sistema CASA (VERSTEGEN et al.,
2002).

As camaras apresentam diferentes formas de preenchimento, sendo por
capilaridade como a Leja® e Cell-Vu® ou por deposi¢do, como € realizado na
Makler® e lamina/laminula. Gloria et al. (2013) encontrou em seus estudos uma
diferenca significativa nos parametros de motilidade e cinética esperméatica, para
os tipos de preenchimento das camaras empregadas na avaliagao pelo sistema
CASA. Obteve melhores resultados para os parametros de motilidade (total e
progressiva) e cinética (VCL, VAP, VSL) quando foi utilizado o preenchimento
por deposicdo em comparagdo com preenchimento por capilaridade. Sugere
assim que essa diferenca pode ser em decorréncia de um possivel dano aos
espermatozoides ao atravessarem o pequeno orificio de abertura da camara
através da acédo de capilaridade.

O volume de preenchimento das camaras é outro fator que tem
levantado questionamentos sobre a influéncia nos resultados de motilidade e
cinética espermatica, pois existe uma variedade de camaras comercializadas
atualmente com diversos volumes de preenchimentos definidos pelo fabricante.
Alguns autores como Palacin et al. (2013) levantaram o questionamento sobre o
efeito desses volumes na avaliacdo da amostra. Para isso avaliaram duas
camaras, Makler® e lamina/laminula, com volumes de preenchimento de 5 uL e
10 pL respectivamente. Porém, ndo obtiveram diferenca significativa nos valores
de motilidade espermatica, somente para os parametros de cinética (ALH e BCF)
que foi significativo para a lamina/laminula com volume de preenchimento de 5
uL.

3.2.3 CONCENTRACAO ESPERMATICA

A concentracdo espermética € um dos principais parametros seminais
realizado no procedimento padrao na andlise de sémen. Sendo importante a sua
determinacdo para ser empregada em programas reprodutivos que utilizem a
inseminacao artificial ou para diagnoéstico clinico de infertilidade, pois amostras
com essas caracteristicas de baixo potencial fértil tem sido relacionadas com a

baixa concentragédo de espermatozoides. Portanto, para isso € necessario que a
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concentracéo seja determinada com precisao e confiabilidade (SUKCHAROEN
et al., 1994; VERSTEGEN et al., 2002;).

Existem diferentes técnicas e equipamentos que sao utilizados para
avaliar a concentracdo espermatica. A utilizacdo da camara de Neubauer € uma
técnica recomendada pela World Health Organization “WHO” e apresenta como
vantagem o baixo custo, no entanto requer um maior tempo de andlise. Uma
forma réapida de estimar a concentracdo espermatica € atravées do
espermiodensimetro e o espectrofotdbmetro, no entanto tem como desvantagem
a contagem de células de descamacao, leucdcitos e sujidades que podem
influenciar na acuracia e precisdo dos resultados (VIANNA et al., 2004;
SANCHES, 2011).

A concentracdo espermatica também pode ser analisada pelo sistema
CASA, porém de forma rapida e simultaneamente com a analise da motilidade.
Segundo Verstegen et al. (2002) essa pratica ndo apresenta precisao e pode ser
influenciada pelo tipo de camara utilizada. Essa imprecisdo pode ser atribuida
as colisdes entre os espermatozoides, superestimando a concentracdo. Uma
alternativa para andlise do sémen utilizando o CASA ¢é a realizagdo de uma
extensa diluicdo dessa amostra, obtendo uma concentragéo final em torno de 20
a 50 milhdes de espermatozoides/mL, reduzindo a influéncia nos resultados de
motilidade e cinética espermatica.

Estudos realizados com sémen humano e animal afirmaram que a
concentracdo ideal deve estar entre 20 e 50 x10° espermatozoides/mL, para uma
avaliacdo mais eficiente e precisa. Demonstrando assim que o CASA néo é
eficaz para avaliar a motilidade, cinética e quantidade de espermatozoides/mL
de ejaculado de amostras que apresentem alta ou baixa concentracdo
(BUDWORTH et. al., 1987; DAVIS; KATZ, 1993).

Contri et al. (2010) demonstraram que para avaliagcdo de sémen bovino
a concentracdo ideal para a analise da motilidade e cinética esperméatica
utilizando o CASA é entre 20 e 30 x10° espermatozéides/mL. Ao aplicar essa
concentracdo foram identificados valores significativos para as variaveis
motilidade total e progressiva e para os parametros de cinética espermatica
(VAP, VCL, ALH, BCF, STR, LIN). Evidenciando que ha a necessidade de uma
visualizagao clara e precisa de todos os espermatozoides e a superlotagdo do

campo de amostragem pode gerar uma reconstrucdo da trajetoria incorreta,
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devido a deteccdo errada das cabecas dos espermatozoides por causa das
colisdes entre células.

Devido a existéncia de particulas na composicéo de alguns diluidores de
sémen tem-se empregado o uso de uma ferramenta chamada IDENT presente
em alguns sistemas, para melhorar a eficacia na avaliagéo e reduzir erros devido
a presenca de debris. Esse sistema baseia-se na utilizacdo de sondas
fluorescentes (Hoeschst 33342) que se ligam ao DNA dos espermatozoides
proporcionando a identificagcdo somente dos espermatozoides que tiveram seu
DNA corados com a sonda. Desta forma, somente essas células serdo contadas,
distinguindo facilmente de outras células presentes na amostra, reduzindo assim
0S possiveis erros nesse processo (TOMLINSON et al., 2010; ARRUDA et al.,
2011).

3.2.4 O DILUIDOR

Os diluidores sdo usados com a finalidade de proteger a célula
espermética durante o processo de resfriamento, congelacdo e descongelacgéo.
Esses diluidores apresentam em sua composicdo acucares, tampoes,
antibioticos e crioprotetores para fornecer nutricdo, protecéo ao frio, manutencéo
do pH e osmolaridade (GRAHAM, 1995; OLIVEIRA, 2010).

O CASA apresenta uma limitacdo para analisar a motilidade e cinética
espermatica quando utiliza amostras de sémen com concentra¢do espermatica
acima de 50x108 de espermatozoides por mL. Como o sistema ndo avalia de
forma apropriada amostras concentradas, torna-se imprescindivel diluir o sémen
antes da avaliacdo para atingir a concentracdo ideal de 20 a 50 x10°
espermatozoides/mL (VERSTEGEN et al., 2002; CONTRI et al.,, 2010). O
objetivo dessa diluicdo é promover uma visualizacdo clara de todos os
espermatozoides durante a avaliagdo e obter resultados vélidos usando o
sistema CASA (FARREL et al., 1996).

Para a diluicdo do sémen pés-descongelacdo tem-se relatado diversas
solugdes como: salina em tampéao fosfato (PBS), de Nacl a 0,9%, Citrato de
sédio, TALP, Glicose acrescida de albumina sérica bovina (BSA) e diluidores
comerciais de congelacao (Bioexcell®), sendo esse empregado em estudos com

sémen de diferentes espécies. Nessa diluicdo pds-descongelamento o ideal € o
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emprego de meios que ndo afetem as avaliagbes causando redugcdo na
motilidade e cinética espermatica (ARRUDA et al., 2011; CONTRI et al., 2010;
FARREL et al., 1996).

Os diluidores empregados nesta diluicdo ndo devem conter particulas
do mesmo tamanho da cabeca do espermatozoide, de forma que o CASA néo
marque como celula imovel e subestime o percentual de motilidade
(VERSTEGEN, 2002). Isso é muito comum de ocorrer quando diluidores ricos
em gema de ovo néo clarificada séo utilizados. Embora, hoje seja possivel utilizar
corantes especificos de DNA para minimizar este problema. Entretanto, vale
salientar que esse tipo de analise seminal torna-se mais onerosa.

Outro aspecto que tem sido questionado é a utilizacao de diluidores com
osmolaridade diferente do diluidor utilizado na criopreservacédo. A diluicdo pos-
descongelacdo usando solugcbes isosmotica influenciam negativamente na
motilidade espermética, podendo esse fato ser atribuido ao stress osmotico
ocasionado pelo aumento da permeabilidade do glicerol e agua através da
membrana espermatica (BALL, 2001; SILVA et al.,2014). Entretanto, Contri et al.
(2010) ao avaliarem o efeito do uso de solugdes isotonicas na rediluicdo de
sémen de bovinos para analise da motilidade esperméatica pelo CASA, nao
observou a reducdo da motilidade pelo estresse osmotico. Constatando que a
exposicdo as solugbes isosmoéticas pareceu ndo ser prejudicial aos

espermatozoides.

3.2.5 FREQUENCIA DE AQUISICAO DAS IMAGEM

A reconstrucédo da trajetoria do espermatozoide pelo numero de quadros
e imagens capturadas e a velocidade de aquisicdo dessas imagens € um outro
fator de relevancia, que tem influéncia direta na identificacdo da motilidade e
cinética espermatica (MORRIS et al., 1996; MORTIMER, 2000).

A imagem quando analisada para identificar 0 movimento espermatico é
realizada através da captura de sucessivas imagens dos espermatozoides. Para
gue ocorra 0 movimento espermatico € necessario que haja o batimento flagelar

propulsionando assim a célula para a frente. Os sistemas de analise de sémen
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computadorizado n&do possuem a capacidade de capturar a imagem desse
flagelo em movimento. Portanto, realizam a captura e avaliacdo da cinematica
da cabeca dos espermatozoides (OWEN; KATZ,1993).

O sistema CASA apresenta diferentes velocidades de aquisicdo de
imagens/segundo em sua configuracdo. Cada técnico pode ajustar essa
configuracéo de acordo com seu critério de avaliacdo, sugestdo do manual do
equipamento ou particularidades da amostra considerada. Estas taxas de
aguisicdo de imagem podem variar entre 25 e 60 Hz nos sistemas
comercializados. A trajetoria espermatica reconstruida com uma velocidade de
30 imagens/segundo pode subestimar o valor real dos parametros 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 sédo empregadas taxas de captura de imagem de
25 a 60 Hz em um tempo de 0,5 a 1 segundo. Identificando que essas
configuracbes otimizam a analise, reduzindo o tempo para avaliagcdo e
aumentando a qualidade dos resultados.

Nos estudos realizados por Mortimer et al. (1988) foi demonstrado que
alguns dos parametros utilizados para descrever 0 movimento dos
espermatozoides sdo altamente influenciados pela frequéncia de aquisi¢cao de
imagem empregada.

Morris et al. (1996) ao analisarem amostras de sémen humano,
utilizando uma frequéncia de 30 Hz, obtiveram valores significativos para os
parametros de VCL, VAP, LIN, BCF e ALH. Segundo David et al., (1981) e
Mortimer e Swan, (1995) para avaliacdo de parametros como ALH e hiperativos
€ necessario usar uma frequéncia de 30 a 60 Hz para aquisicdo de resultados
fidedignos. O ALH é um parametro importante, pois indica o vigor do batimento
flagelar com a frequéncia da rotacéo da célula necesséria para a progressao dos
espermatozoides, sendo considerado um parametro que afeta o resultado de
fertilizag&o.

As células hiperativas sédo consideradas como uma subpopulacao dentro
da amostra e caracteriza-se por movimentos vigorosos, baixa linearidade e
progressao e apresenta alta ALH. Para a identificacdo desses espermatozoides

€ necessario o uso de frequéncia de aquisicdo de 60 Hz (MORRIS et al., 1996)
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Devido as diversas opg¢Bes de configuragBes oferecidas pelo sistema
CASA, ha a necessidade de aplicar uma configuracéo ideal. Para o emprego da
configuracdo adequada é imprescindivel avaliar o tipo da amostra que sera
analisada (sémen fresco, resfriado ou congelado), pois as configuracdes
empregadas para analise do sémen fresco ndo sédo recomendadas para
espermatozoides criopreservados, pois podem apresentar particulas suspensas
principalmente em diluidores que apresentam em sua composi¢cdo gema de ovo
(VERSTEGEN et al., 2002).

3.3 PADRONIZACAO DAS TECNICAS PARA AVALIACAO DE SEMEN COM
O CASA.

Instrumentos de andlise computadorizada de sémen foram
desenvolvidos para fornecer um método mais objetivo e reprodutivel para analise
da motilidade espermatica. No entanto, para que o sistema CASA possa
contribuir para uma analise com esse padréo € necessario a invariabilidade de
protocolos e configuracdes do sistema (VERSTEGEN et al., 2002; AMAN; KATZ,
2004).

Diferentes equipamentos de andlise computadorizadas de sémen sao
utilizados em laboratérios de andrologia e centros de pesquisas. Esses
equipamentos diferem em grande parte entre maquinas, com base na 6tica e
software usados para identificar a trajetéria do espermatozoide. Além da
distincdo dos equipamentos entre laboratérios, existe a possibilidade dos
técnicos utilizarem uma variedade de metodologias e configuracdes no sistema
CASA para anélise do sémen, proporcionando assim, diversos resultados que
ndo sado condizentes ou comparaveis entre laboratérios (AMAN; KATZ, 2004;
HOWEGEJIS et al., 2012).

Uma alternativa é a padronizagdo das definicbes técnicas das
configuracbes do sistema CASA entre laboratorios e centros androlégicos.
Verstegen et al. (2002) e Hoogewijs et al. (2011) relataram que é essencial a
padronizacdo do sistema utilizando configuracbes espécie-especifica do
equipamento no “setup”. Usando essa ferramenta, o técnico pode selecionar a
frequéncia de aquisicdo de imagens, o tipo de camara a ser usada, o fator de

diluicdo e parametros especificos do sémen da espécie a ser avaliada. Outra
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alternativa é detalhar os parametros que foram usados nos estudos na
publicacdo de resultados, possibilitando uma comparacdo dos dados entre
laboratorios de andrologia.

Para avaliacdo do sémen pelo CASA € necessario técnicos de
laboratério treinados para calibragdo do sistema e preparacdo das amostras
(VERSTEGEN et al., 2002). BROEKHUIJSE et al. (2011) relatam que para evitar
erros na preparacado da amostra, € necessario o treinamento de técnicos e o
desenvolvimento de um procedimento operacional padrdo (POP),
proporcionando assim eficiencia na preparacdo das amostras e maior
confiabilidade nos resultados do CASA.

Existem varios fatores que influenciam na avaliacdo da motilidade e
cinética espermatica pelo sistema CASA, dentre esses estdo: a experiéncia do
avaliador, acuracia da camara utilizada, definicbes do sistema como
identificacdo das espécies, diluicdo e diluidores utilizados e frequéncia de
captura de imagem. Devido a presenca desses fatores, considerados gargalos
para a obtencao de resultados fidedignos, os grupos de pesquisas como ESHRE
(Andrologia Special Interest Group) buscam fornecer orientagdes para solucionar
esses entraves e melhorar o desempenho do sistema para avaliagdo do sémen.

O ESHRE fornece algumas recomendacfes para avaliacdo do sémen
humano, como a velocidade de aquisicdo de imagem, o tempo de amostragem,
a temperatura da amostra no momento da avaliagdo, a camara e profundidade.
Essas informacdes sao fornecidas com o intuito de promover uma padronizacao
das técnicas e consequentemente melhorar os resultados nos laboratorios de
andrologia, tornando avaliacdo espermatica pelo CASA mais fidedigna e de alta
repetibilidade (ESHRE, 1998; VERSTEGEN et al., 2002; MORTIMER et al.,
2015).

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no setor de Reproducdo Animal do Hospital
Veterinario da Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus-BA, durante o ano
de 2015 e 2016.

Para os experimentos foram utilizadas amostras de sémen de garanhdes

da raca Mangalarga Machador, previamente congeladas em diluidor BotuCrio®,
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(Biotech®, Botucatu, SP) utilizando curva de resfriamento de 0,5°C/min da
temperatura ambiente até 5°C, equilibrio de 30 minutos nesta temperatura e
congelacdo com uma curva de -10°C/min de 5°C até -140°C em maquina
TK4000® (TK tecnologia em congelacdo LTDA, Uberaba-MG). As palhetas de
0,5 mL foram armazenadas por um periodo minimo de 04 meses e maximo de
24 meses em botijdo criogénico no laboratério de Reproducdo Animal da
Universidade Estadual de Santa Cruz. O nivel de nitrogénio liquido dos botijées
foram monitorado semanalmente para néo atingir o nivel critico de 15 cm.

Para as avaliagcfes de cinética espermatica de cada experimento foram
descongeladas duas palhetas de 0,5 mL de sémen de cada garanhdo. As
palhetas foram retiradas do botijao criogénico e colocadas em banho-maria a 46°
C por 20 segundos para descongelacdo. Em seguida foram mantidas por no
minimo 5 minutos e méximo de 15 minutos em banho seco a 37°C antes da
avaliacdo da cinética espermatica pelo sistema de andlise computadorizada de
sémen SCA® (CASA; Sperm Class Analyzer® ,v.4, Microptics S.L, Barcelona,
Espanha).

Os padrdes utilizados para ajuste do equipamento tiveram como base as
recomendacdes do programa Sperm Class Analyzer® para analise de sémen da
espécie equina:Particle Area: 4 a 75um; Slow VCL: 10um/s; Medium VCL.: 45
um/s; Rapid VCL: 90 um/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 minimo trés campos escolhidos
aleatoriamente e os parametros mensurados foram: Motilidade Total (MT-%),
Motilidade Progressiva (MP-%), Velocidade Curvilinear (VCL- um/s), Velocidade
Linear Progressiva (VSL-um/s), Velocidade Média do Trajeto (VAP-um/s),
percentual de espermatozoides Rapidos, Médios, Lentos, Linearidade (LIN-%),
Retilinearidade (STR -%), Index de oscilacaéo (WOB -%), Amplitude do
deslocamento Lateral de Cabeca (ALH-pum) e Frequéncia 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

espermaética.

Foram descongeladas 44 palhetas de sémen, duas de cada garanhao,
para testar o efeito do niumero de imagens capturadas de acordo com a
velocidade de captura dessas imagens/segundo na cinética espermatica. As
amostras descongeladas permaneceram incubadas em banho seco a 37°C por
no minimo 5 minutos e no maximo 15 minutos. Antes da avaliacéo foi realizada
a diluicéo utilizando diluidor comercial BotuCrio® para obter uma concentracéo
final de 25 x 108 espermatozoides/mL. Foi retirado uma aliquota de 5 pl da
amostra e depositado em lamina sob laminula. Foram avaliados os seguintes
tratamentos: 25/25Hz (25 imagens capturadas por segundo com uma velocidade
de 25Hz), 25/30Hz e 25/50Hz. Uma rotacdo aleatoria entre as velocidades de
captura de imagens testadas foi realizada para evitar qualquer efeito de tempo

de incubacéo.

4.2 Experimento 2

4.2.1 Efeito dos tipos de camaras na cinética espermatica.

Foram descongeladas 28 palhetas, duas de cada garanhao, para testar
o efeito da influéncia da camara utilizada no sistema CASA na cinética
espermatica. As amostras descongeladas permaneceram incubadas em banho
seco a 37°C por no minimo 5 minutos e no maximo 15 minutos. Antes da
avaliacdo foram diluidas em BotuCrio® para uma concentracéo final de 25 x 10°
espermatozoides/mL.

Foram avaliadas as seguintes camaras: Lamina sob laminula, Leja 10pm
e Leja 20um e. Para o preenchimento das camaras com o sémen descongelado
foi utilizado um volume de 2 uL, 6 pL e 5uL, para a Leja 10um, Leja 20um e
lamina sob laminula, respectivamente. Todas as laminas foram preenchidas de
acordo as recomendacdes do fabricante. Uma rotacéo aleatoria foi feita com as
diferentes camaras testadas para evitar qualquer efeito de tempo de incubacéo.
Apés a preparacédo, cada lamina foi deixada em repouso por 30 segundos a uma

temperatura de 37°C para evitar movimento do fluido na camara.
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As definicbes das configuracdes 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 diluicdo na cinética espermatica.

Foram descongeladas 44 palhetas, duas de cada garanhdo, para testar
o efeito da taxa de diluicdo na cinética espermatica. As amostras descongeladas
permaneceram incubadas em banho seco a 37°C por no minimo 5 minutos e no
maximo 15 minutos. Para a diluicAdo destas amostras antes da avaliacdo da
cinética espermatica foi utilizado o diluidor BotuCrio®. Foram avaliadas as
seguintes taxas de diluicdo 25x10°, 50x10° e 100x10° de espermatozoides/mL.
O sistema foi regulado para capturar 25 imagens/segundo com a velocidade de
captura de 50 Hz e foi depositado 5 pl da amostra em lamina sob laminula. Uma
rotacdo aleatdria foi feita com as diferentes diluicbes testadas para evitar

qualquer efeito de tempo de incubacéo.

4.4 Experimento 4

4.4.1 Efeito dos diluidores utilizados na rediluicdo na cinética espermatica.

Foram descongeladas 44 palhetas, duas de cada garanhdo, para testar
o efeito dos diluidores para tornar a amostra mais diluida de forma a auxiliar na
avaliacdo apropriada da cinética esperméatica. As amostras descongeladas
permaneceram incubadas em banho seco a 37°C por no minimo 5 minutos e no
maximo 15 minutos. As amostras foram diluidas nos diferentes diluidores para a
concentracdo final de 25 e 50 x10° de espermatozoides/mL definida no
Experimento 3. Foram avaliados o0s seguintes diluidores: BotuCrio®,
BotuSémen®, TALP sperm, Solucao fisiolégica. O sistema foi regulado para
capturar 25 imagens/segundo com a velocidade de captura de 50 Hz e foi
depositado 5 pl da amostra em lamina sob laminula (22 mm x 22 mm). Uma
rotacdo aleatoria foi feita com os diferentes diluidores testados na rediluicédo para

evitar qualquer efeito de tempo de incubacao.
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4.5 Anélises Estatisticas

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso em que o0s
garanhdes foram considerados como bloco.

Foi utilizado uma andlise de variancia para testar as diferencas entre os
tratamentos. Todos os pressupostos foram testados e quando violados foi
utilizado a transformagéo boxcox por meio da fungao “boxcox” do pacote MASS
versao 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 analise estatistica com o auxilio do R Core

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

5 RESULTADOS

5.1 Experimento 1

Neste estudo a cinética espermatica ndo foi afetada pelas diferentes
velocidades de captura de 25 imagens/segundo (P > 0,05), como apresentado
na (Tabela 1).

Tabela l-Médiae desvio padrédo dacinéticados espermatozoides equino criopreservados
avaliados nas diferentes velocidades de captura de imagem (25/25 Hz, 25/30 Hz, 25/50 Hz)
pelo SCA® (CASA).

Parametros Velocidade de captura de 25 imagens
25 Hz 30 Hz 50 Hz

MT (%) 45,0 £ 20,0 44,0 £ 20,7 443+ 15,5
MP (%) 21,4 +139 21,8 +139 200+114
Rapido (%) 88+9,5 8,9+9,0 77+78
Médio (%) 147+9,8 15,2 +10,7 13,7+7,8
Lento (%) 21,0+£72 20,1+7,1 20,8 £ 6,1
VCL (um/s) 51,4+117 53,5+13,1 50,5+ 10,9
VSL (um/s) 27,6 +8,8 28,5+ 8,7 274+85



37

VAP (um/s) 32,7£9,0 33,0+9,6 32,4+88
LIN (%) 533+11,8  524+126  540%120
STR (%) 83,4 £6,3 83,2 6,6 83,7+6,1
WOB (%) 633+10,2  629+100  639%103
ALH (um) 24+03 24+24 23+0,3

BCF (Hz) 15,9+ 4.4 15,8 + 4,4 15,4 +4,9
HIPERATIVO (%) 68+509 7361 59 +4,7

Motilidade Total (MT-%), Matilidade Progressiva (MP-%), Rapidos (%), Médios (%), Lentos (%),
Velocidade Curvilinear (VCL- um/s), Velocidade Linear Progressiva (VSL-um/s), Velocidade
Média do Trajeto (VAP-um/s), Linearidade (LIN-%), Retilinearidade (STR -%), Index de Oscilacéo
(WOB -%), Amplitude do Deslocamento Lateral de Cabeca (ALH-pum), Frequéncia de Batimento
de Cauda (BCF-Hz) e Hiperativos (%). Ndo houve diferenca entre as médias (P >0,05).

5.2 Experimento 2

A camara utilizada no CASA (SCA®) para avaliacdo da cinética
espermatica influenciou apenas os parametros de MP, Médios, Lentos, VSL, LIN,
STR, WOB e Hiperativos (P < 0.05), conforme Tabela 2. Para os parametros
esperméaticos MT, Répidos, VCL, VAP, ALH, BCF nado houve diferenca (P >

0,05), entre as camaras testadas.

O uso de lamina sob laminula resultou em melhores resultados cinéticos
de MP, Médios, VSL do que a Leja® 20um (P < 0.05), mas foi semelhante a
Leja® 10um para os parametros MP, Médios, VSL, Hiperativos (P > 0,05).

Tabela 2 - Média e desvio padrdo dacinéticados espermatozoides equino criopreservados
avaliados em diferentes camaras pelo SCA® (CASA) com velocidade de 50 Hz de captura
de 25 imagens/segundo.

Parametros Lamina/laminula  Leja® 10um Leja® 20um
MT (%) 32,0+19,4 28,9+ 11,4 29,8 + 14,9
MP (%) 11,7 + 11,52 9,9+58° 8,4 +6,0°
Rapido (%) 48+7,3 48+45 3,7+4,1
Médio (%) 89+742 7,4+4,0%® 6,7 +3,8°
Lento (%) 18,2+8,4° 16,6 +7,1° 19,4 £8,7°2



VCL (um/s) 42,8125 46,8 + 10,4 39,2 +10,0
VSL (um/s) 19,8 +7,22 19,8 + 7,9 16,2 + 6,1°
VAP (um/s) 26,1+10,1 242 %71 21,8+8,9
LIN (%) 45,4 +9,1° 41,4 49,2 40,5 + 8,3°
STR (%) 78,4 + 7,9 74,0 £10,2° 76,2 + 7,8
WOB (%) 57,7 +6,7 54,5+5,8 52,7+ 6,0
ALH (um) 22+0,3 2,21+0,3 2,32+0,3
BCF (Hz) 16,7+ 3,38 16,2 + 4,4 16,0 + 3,4
HIPERATIVO (%) 3,2+442 3,0+2,6%® 22+22°
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Motilidade Total (MT-%), Motilidade Progressiva (MP-%), Rapidos (%), Médios (%), Lentos (%),
Velocidade Curvilinear (VCL- um/s), Velocidade Linear Progressiva (VSL-um/s), Velocidade
Média do Trajeto (VAP-um/s), Linearidade (LIN-%), Retilinearidade (STR -%), Index de Oscilacéo
(WOB -%), Amplitude do Deslocamento Lateral de Cabeca (ALH-um), Frequéncia 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 concentracdo espermatica influenciou apenas os resultados de MT,
MP, Médios, Lentos, LIN, STR e BCF (P < 0,05). A concentracao espermatica
de 25 e 50 x10 /mL resultou em menor percentual de MT, Médios e Lentos
quando comparado a 100 x10 8/mL (P < 0,05). A concentracdo espermatica de
100 x10 ®/mL resultou em maior percentual de MP comparado a 50 x10 ¢/mL (P
< 0,05). A concentragdo espermatica de 25 e 50 x10 8/mL resultou em maior LIN,
STR e BCF do que 100 x10 ¢mL (P < 0,05; Tabela 3).

Tabela 3- Média e desvio padrdo da cinética dos espermatozoides equino criopreservados
avaliados nas diferentes concentracGes espermaticas de 25, 50 e 100x® /mL pelo SCA®
(CASA).

Parametros Concentracdo Espermatica

25 x108/mL 50 x10%/mL 100 x10%/mL
MT (%) 492+18,7°  52,1+20,5° 65,6 + 23,52
MP (%) 17,7+13,0% 181+142° 224+178?2
Répido (%) 12,4+ 11,0 13,3+ 12,6 16,9 + 16,2
Médio (%) 92+7,6° 9,4+58° 14,1 +8,72
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Lento (%) 275+7,6" 29,4 +7,0° 34,5+9,2°2
VCL (um/s) 51,0+17,7 50,4 + 18,6 52,9 +21,7
VSL (um/s) 19,5+9,0 18,9+ 9,4 18,8 +9,8
VAP (um/s) 25,9+ 10,0 25,6 + 10,7 26,9+ 122
LIN (%) 36,7 6,22 35,6 + 6,87 33,9 +6,0°
STR (%) 72,7 +8,22 71,0 £9,32 67,5+8,9°
WOB (%) 50,1+ 3,8 49,8 +4,0 49,9 + 3,2
ALH (um) 23+0,5 22+0,6 23+0,5
BCF (Hz) 205+4.4°2 20,3+5,0° 19,1 +£4,7°
HIPERATIVO (%) 45+5,1 47+53 50+55

Motilidade Total (MT-%), Motilidade Progressiva (MP-%), Rapidos (%), Médios (%), Lentos (%),
Velocidade Curvilinear (VCL- um/s), Velocidade Linear Progressiva (VSL-um/s), Velocidade
Média do Trajeto (VAP-um/s), Linearidade (LIN-%), Retilinearidade (STR -%), Index de Oscilacéo
(WOB -%), Amplitude do Deslocamento Lateral de Cabec¢a (ALH-um), Frequéncia 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 parametros de MT, MP,
Rapidos, Médios, VCL, STR, ALH, BCF e Hiperativos independente da
concentragdo empregada (P < 0,10). A MT foi maior para os espermatozoides
diluido em BotuCrio®, TALP sperm e Solucéo fisiologica (P > 0,10) e esta
motilidade foi significativamente superior nas amostras diluidas em BotuCrio®
guando comparada ao BotuSémen® (P < 0,10). O uso do diluidor BotuCrio®
resultou em maior percentual de MP, Médios, STR e Hiperativos e maior
frequéncia de BCF (P < 0,10) quando comparado aos demais diluidores
testados. O emprego dos diluidores BotuCrio® e TALP sperm resultou em maior
VCL e Rapidos comparado ao BotuSémen® (P < 0,10) e para o0s
espermatozoides Rapidos também foi superior a Solucéo fisiologica (P < 0,10).
Os espermatozoides apresentaram maior ALH quando diluidos em BotuCrio® e
Solucdo fisiologica do que em BotuSémen® e TALP sperm (P < 0,10; Tabela 4).

Os parametros cinéticos MT, MP, Rapidos, Médios, Lentos, VCL, ALH e

Hiperativos foram maiores quando as amostras estavam diluidas para 50 x10 ©
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espermatozoides/mL do que 25 x10 © espermatozoides /mL independente do
diluidor utilizado (P < 0,10; Tabela 4).

Houve interacéo significativa entre diluidor e concentracdo espermatica
para os parametros de VSL, VAP, LIN e WOB. Para os parametros cinéticos de
VSL, VAP e LIN a interacdo entre diluidor e concentracdo espermatica so foi
encontrada quando a amostra foi diluida para 25 x10 © espermatozoides/mL.
Nesta concentracéo, vale ressaltar a superioridade do BotuCrio® e TALP sperm
quando comparado ao BotuSémen® para preservar a VSL (P < 0,10), a
superioridade dos mesmos diluidores quando comparado ao BotuSémen® e
Solucéo fisiologica para preservar VAP (P < 0,10) e a superioridade destes
comparado a Solucdo fisiolégica para preservar a LIN. Na concentracdo
espermatica de 25 x10 ¢ /mL, o emprego de TALP sperm resultou em maior
percentual de WOB quando comparado aos demais diluidores (P < 0,10).
Entretanto, na concentracdo espermatica de 50x10 ¢/mL o uso de TALP sperm
foi melhor do que BotuCrio® e Solucéo fisioldgica (P < 0,10; Tabela 4).

Percebe-se interacdo significativa entre concentracdo espermatica e
diluidor principalmente quando as amostras foram diluidas em Solucéo
fisiolégica. Com o emprego deste, a VSL, a VAP e a LIN foram superiores nas
amostras contendo 50x10° 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®, BotuSémen®, TALP sperm e
Solucdo fisioldgica) e concentragbes espermaticas (25 e 50x10°6 /mL).

Diluidores
Pardmetros Conc. BotuCrio® BotuSémen® TALP SolFi M.G
25 23,6 19,0 20,9 20,5 2108
MT (%) 50 30,4 28,4 32,4 29,8 30,34
M.G 27,0 23,7° 26,7 25,2 2
25 8,2 55 5,6 4,9 6,18
MP (%) 50 9,7 7,8 9,4 8,7 8,94
MG 89?2 6,7° 75° 6,8 "
25 2,5 1,8 2,4 1,8 434

Répido (%) 50 26 23 38 3,0 2,98



Médio (%)

Lento (%)

VCL(um/s)

VSL(um/s)

VAP(um/s)

LIN (%)

STR (%)

WOB (%)

ALH (um)

BCF (Hz)

HIP (%)
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MG 262 20¢ 3,12 2,40c

25 6,4 4,1 3,9 4,2 47"
50 8,5 6,3 6,9 7.6 7,3A
MG 75% 5250 5450 590

25 14,8 13,1 14,4 14,9 14,3 B
50 19,8 19,8 21,2 20,1 20,2 A
MG 17,3 16,5 17,8 17,5

25 37,9 32,9 35,6 32,0 34,68
50 37,2 34,0 36,6 35,7 3594
MG 37,6% 335°¢ 36,12 33,9 ¢

25 21,22 18,1 bc 19,5 @ 15,6 B 18,6
50 20,12 19,32 19,02 20,5 A 19,7
M.G 20,6 18,7 19,3 18,1

25 2522 21,8P 25,42 19,6 PB 23,0
50 2452 23,62 26,12 235 24 4
M.G 249 22,7 25,8 21,6

25 54,62 51,0 53,82 47,18 51,6
50 52,7 @ 54,0 @ 54,4 2 51,1 %A 53,1
M.G 537 52,5 54,1 49,1

25 82,7 78,9 76,2 77,5 78,8
50 80,4 79,4 77,7 78,5 79,0
M.G 815% 79,20 76,9°¢ 78,0 bc

25 65,80 63,6 °B 70,13 60,1 B 64,9
50 65,30 67,5 aA 69,7 64,3 bA 66,2
M.G 65,6 65,6 69,9 62,2

25 25 22 21 23 238
50 25 23 23 23 244
MG 252 220 220 232

25 10,8 9,2 8,1 8,6 9,2
50 10,9 9,6 8,8 9,7 9,7
M.G 10,82 9,4°b 85°¢ 9,.2°b

25 3,7 23 1,8 23 258
50 4,1 2,6 28 3,7 33A
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M.G 39° 25° 2,3 3,0°

Motilidade Total (MT-%), Motilidade Progressiva (MP-%), Rapidos (%), Médios (%), Lentos (%),
Velocidade Curvilinear (VCL- pm/s), Velocidade Linear Progressiva (VSL-um/s), Velocidade
Média do Trajeto (VAP-pum/s), Linearidade (LIN-%), Retilinearidade (STR -%), Index de Oscilagao
(WOB -%), Amplitude do Deslocamento Lateral de Cabeca (ALH-um), Frequéncia de Batimento
de Cauda (BCF-Hz) e Hiperativos (HIP- %), Concentracdo espermatica (Conc); Solucdo
fisiologica (SolFi), TALP sperm (TALP); Média geral (MG). Médias seguidas de letras minGsculas
sobrescritas na linha e mailsculas sobrescritas na coluna distintas sé@o significativamente
diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,10).

6. DISCUSSAO

6.1 Experimento 1

O numero de imagens capturadas por segundo e a velocidade de
captura das mesmas é um fator importante para a reconstrucao da trajetoria real
do espermatozoide. Portanto, quanto maior for o nUmero de imagens capturadas
e menor o intervalo entre essas imagens, maiores serdo as informacodes
correspondente a trajetdria espermatica, afetando assim os resultados de
cinética obtidos pelo CASA (KRAEMER et al., 1998; MORTIMER, 2000).

Ainda nédo existe uma padronizacdo com relacdo ao numero de imagens
capturadas por segundo e a velocidade de captura dessas imagens entre 0s
diferentes sistemas de analise computadorizada de sémen e entre os diferentes
laboratérios de andrologia e tecnologia de sémen (MORRIS et al.; 1996;
VERSTEGEN et al.; 2002; HOOGEWIJS et al., 2012).

A velocidade de captura de 25 imagens/segundo nao influenciou a
cinética espermatica 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
minima de captura de 25 Hz foi suficiente para realizar a reconstrucdo da

trajetéria espermatica.

Percebe-se que quanto maior sdo 0s parametros cinéticos dos

espermatozoides (VCL, VSL, VAP e BCF) maior € 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
sémen 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 diferenca entre as velocidades
de captura de imagens testadas com superioridade para 60 Hz. E importante
salientar que os autores trabalharam com sémen de céo fresco diluido que
apresenta normalmente boa qualidade espermatica comparada a espécies como
equino e suino. Tais resultados podem ser atribuidos ao tipo de amostra (fresca)
e a qualidade do sémen. E sabido que a espécie canina apresenta boa qualidade
esperméatica comparada a outras espécies, com bom resultado de motilidade
esperméatica (WATSON; PLUMMER, 1985). Vale ressaltar que o sémen canino
fresco ndo pode ser comparado ao sémen equino, principalmente de garanhdes
da raca Mangalarga Machador, considerados de baixa congelabilidade, pois
apresentam baixa motilidade esperméatica pos descongelacdo, sendo
considerados “maus” congeladores (ALVARENGA et al., 2005).

Devido aos resultados obtidos neste estudo nédo foi possivel definir uma
taxa de aquisicdo de imagem adequada para avaliacdo do sémen equino
criopreservado. Entretanto, com base nos dados encontrados na literatura
decidimos para os préximos experimentos utilizar uma velocidade de aquisicdo
de 25 imagens/segundo de 50 Hz, garantindo uma adequada avaliacdo da

trajetoria espermética.

6.2 Experimento 2

A avaliacdo da motilidade espermatica € considerada como um
parametro importante para estimar o potencial fértil de uma amostra de sémen.
A introducdo do sistema CASA na avaliacgdo de sémen tem permitido a
realizacdo de uma avaliacdo com maior objetividade, embora alguns fatores,
como a camara para analise de sémen possa interferir nos resultados

(VERSTEGEN et al., 2002). Neste estudo, comparamos o efeito de trés camaras
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(lamina sob laminula, Leja® 10 ym, Leja® 20 um) sobre os parametros de

cinética espermatica de amostras de sémen equino criopreservado.

Nota-se que ndo houve influéncia do tipo de camara utilizada nos
parametros de MT, VCL, VAP, ALH e BCF de espermatozoides equino
criopreservados analisados pelo SCA®. Embora, as céamaras utilizadas
apresentavam caracteristicas distintas como profundidade (10 a 20 um), volume
de preenchimento (5, 2 e 6 pL), método de preenchimento por (deposicdo ou
capilaridade) e design (camara aberta e fechada). Esses resultados contradizem
0 que era esperado baseado na literatura da area que registra diferenca
significativa para os parametros cinéticos entre Leja®, Cellvu®, Makler®, ISAS®
e lamina sob laminula (HOOGEWIJS et al., 2012; GLORIA et al., 2013). Dos
parametros citados acima Contri et al. (2010) ndo encontraram diferenca
significativa para VAP comparando Makler® e lamina sob laminula.

O parametro de cinética ALH obtido nesse experimento poderia ter
apresentado diferenca significativa devido as diferentes profundidades das
camaras (lamina sob laminula, Leja® 10 pm, Leja® 20 pum) utilizadas para
analise do sémen. Este fato é dificil de ser explicado, devido ndo haver uma
justificativa plausivel ou estudos que tenham encontrado resultados
semelhantes. Segundo Le Lannou et al. (1992) e Kraemer (1998), a camara que
apresenta profundidade de 20 um ou maior é indicada para avaliacdo dos
parametros de movimento espermatico como ALH e Hiperativos. Portanto,
camaras que apresentam profundidade inferior a 20 um restringe a amplitude do

movimento dos espermatozoides.

O tipo de camara influenciou na MP, VSL, LIN, STR, WOB e Hiperativos.
Conforme relatado na literatura (VERSTEGEN et al., 2002; PALACIN et al.,
2013) essa influéncia pode ser atribuida a profundidade da camara, decorrente
da restricdo do deslocamento espermatico pela interacdo dos mesmos a parede
da camara ou por erros na captura das imagens promovidos por diferentes
planos focais, principalmente quando da utilizacdo de camara com profundidade
maior que 20 um. Segundo Palacin et al. (2013), o preenchimento da lamina sob
laminula com volume de sémen de 5uL resulta em uma profundidade de

aproximadamente 10 um, essa proximidade dos espermatozoides com a parede
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da camara impulsiona esta célula, promovendo maior propulséo espermatica. E
importante ressaltar que esta propulséo influi na cinética, ndo sendo este um
resultado fidedigno do movimento proprio do espermatozoide (LE LANNOU et
al., 1992).

A forma de preenchimento da camara também influencia os resultados
obtidos pelo SCA®. As camaras Lejas® utilizadas apresentam forma de
preenchimento por capilaridade e esse procedimento de preenchimento
influéncia nos resultados de cinética espermatica. Este fato € atribuido ao fluxo
do espermatozoide pelo orificio de abertura da camara através da acdo de
capilaridade, podendo danificar o espermatozoide resultando em reducdo da
motilidade espermatica. Portanto, pode explicar os melhores resultados
utilizando lamina e laminula que apresenta método de preenchimento com
deposicdo da amostra em lamina sob laminula (GLORIA et al., 2013; LENZ et
al., 2011).

O uso das camaras LejalO® e Leja20® resultaram em reducéo de MP,
VSL, LIN, STR e Hiperativos. Por mais que este tipo de camara seja indicada
para avaliacdo espermatica pelo SCA® nao encontramos beneficios em seu uso
devido ao custo elevado, danos espermaticos devido ao efeito da capilaridade
no preenchimento e acéo toéxica atribuida a cola e tintas utilizada na fabricacdo
das mesmas, resultando em reducao na motilidade espermatica (GLORIA et al.,
2013).

N&ao foi encontrado diferenca entre as camaras testadas para o
parametro VCL que representa a trajetoria real dos espermatozoides, portanto,
a lamina sob laminula pode ser considerada uma 6tima opcéo de uso no SCA®.
Além disso, apresenta a vantagem do baixo custo, facil manuseio com economia
de tempo durante as andlises e sdo descartaveis, evitando contaminacéo ou

influéncia devido a lavagem e reutilizacéo.

6.3 Experimento 3

A concentragdo espermatica adequada € necessaria para a obtencao de

uma analise 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 x10° de
espermatozoides/mL sobre os pardmetros de cinética no sémen equino
criopreservado.

Nota-se que houve maior percentual de MT, Médios e Lentos quando
utilizada a concentragdo espermatica de 100 x10° /mL (P < 0,05). Esse resultado
era esperado porque uma grande quantidade de espermatozoides por campo
faz com que ocorra colisédo entre as células gerando movimento das que estavam
estaticas ou alterando o tipo de movimento celular, 0 que resulta em erro de
leitura do sistema. Quando o sémen esta pouco diluido e, por isso, muito
concentrado, o batimento do flagelo do espermatozoide rapido ira desencadear
pequenos movimentos naqueles imoveis que acabam sendo considerado lento
pelo sistema (CONTRI et al., 2010). Além disso, 0s espermatozoides podem ser
avaliados em diferentes campos focais e o0 sistema fazer a leitura do mesmo
espermatozoide mais de uma vez, gerando um maior percentual de
espermatozoides moveis e lentos. Por isso, constatamos que o emprego da
concentracdo espermatica de 100 x10° /mL ou acima ndo gera resultados
confiaveis e fidedignos, ratificando os resultados obtidos por Verstegen et al.
(2002), Rijsselaere et al. (2003) e Contri et al. (2010). Esses autores atribuem o0s
erros de analise ao numero elevado de espermatozoides no campo de captura
da imagem e também ao problema da ndo identificacdo do real padrdo do
movimento em rapido, médio e lento que influencia na andlise da motilidade total
pelo CASA.

Os melhores resultados encontrados com o0 emprego das concentracdes
espermatica de 25 e 50 x10° /mL s&o atribuidos concentracéo espermatica de
25 e 50 x10° /mL influenciou os parametros LIN, STR, BCF (P < 0,05). O uso de
uma menor quantidade de espermatozoides no campo de captura reduz a
ocorréncia de colisbes entre as células e consequentemente melhora alguns
parametros de cinética espermatica como LIN, STR e BCF (FARREL, et al.,
1996; CONTRI, et al.; 2010). Contri et al. (2010) obtiveram melhores resultados
de movimento espermatico quando empregaram 30 x10° de
espermatozoides/mL, entretanto quando usaram concentracdes mais elevadas

perceberam um declinio na LIN, STR e BCF.
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Registra-se superioridade significativa com uso de diluicdo que resulte
em 25 e 50 x10°8 de espermatozoides/mL nas avaliagGes de alguns parametros
de cinética pelo SCA®. Estudos realizados com diferentes espécies: humana,
equina, bovina e coelho obtiveram melhores resultados utilizando amostras de
sémen com concentracédo entre 25 e 50 x10°® espermatozoides/mL (FARREL et
al., 1996; CONTRI et al., 2010; HOOGEWIJS et al., 2012). Por isso, no ultimo
experimento, testamos o uso de diferentes diluidores para atingir a concentracao
de 25 e 50 x10° de espermatozoides/mL na tentativa de evitar colisGes das

células e erros na aquisi¢cdo de imagem.

6.4 Experimento 4

A diluicdo do sémen é um procedimento fundamental para auxiliar na
avaliacdo e obtencdo de resultados fidedignos utilizando o SCA®. Esse
procedimento é necessario devido as limitacdes que o CASA apresenta para
avaliacdo de amostras com concentracdes elevadas. Portanto, € essencial a
diluicdo das amostras de sémen com o0 objetivo de promover uma visualizacao
clara dos espermatozoides no momento da andlise (FARREL et al., 1996;
CONTRI et al.,, 2010). Neste estudo verificamos o efeito dos diluidores
BotuCrio®, BotuSémen®, TALP sperm e Solucdo fisiolégica sob a cinética
espermatica de amostras de sémen equino criopreservadas avaliadas pelo
SCA®.

O BotuCrio® foi melhor que os demais diluidores quando avaliado os
parametros de MP, Médios, STR, BCF e Hiperativos. Esses resultados
satisfatorios podem ser atribuidos ao emprego deste durante o processo de
congelacéo. Nota-se que a utilizagdo do diluidor BotuCrio® na rediluicdo da
amostra de sémen pos-descongelacao evitou a ocorréncia do stress osmotico e
ibnico em virtude de ter preservado o mesmo ambiente extracelular e os
espermatozoides nao terem que se adaptar a um novo meio com composicao,
osmolaridade e pH diferentes.

Recomenda-se o emprego do mesmo diluidor utilizado durante a
congelacao para o ajuste da concentragdo espermatica ideal para avaliacdo da
cinética espermatica pelo SCA®. Quando o diluidor utilizado para a congelacéo

de sémen equino nao é informado, o segundo diluidor de escolha seria 0 TALP
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sperm. O diluidor TALP sperm preservou de maneira semelhante ao BotuCrio®
0s parametros cinéticos: MT; Répidos e VCL independente da concentracdo
utilizada durante analise pelo SCA®. E, os parametros cinéticos VSL, VAP e LIN
foram superiores nas amostras diluidas para 25 x 10° espermatozoides/mL em
BotuCrio® e TALP sperm quando comparado com a rediluicdo usando
BotuSémen®, Solugéo Fisiologica ou ambos. Vale ressaltar a superioridade do
TALP sperm quando comparado aos demais diluidores para preservar o WOB
quando a rediluicdo foi para atingir 25 x 10° espermatozoides/mL. Quando a
rediluicdo foi para atingir 50 x 10° espermatozoides/mL, o TALP sperm mostrou
ser melhor do que o uso de BotuCrio® e Solucdo fisioldgica.

Acredita-se que essa superioridade em preservar determinadas
caracteristicas cinéticas seja em razdo das substancias que compde o TALP
sperm, sendo uma dessas o piruvato que é considerado um excelente substrato
energético, promovendo melhoria na motilidade espermética (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
formulacéo, requer filtragcdo e tem custo elevado. Além disso, no decorrer do
tempo de analise, foi possivel perceber a formacao de debris que comprometiam
0 movimento espermatico e a identificacéo celular pelo SCA®. Supostamente os
debris foram formados devido as solu¢Bes de sais presentes na composicao
deste diluidor ou por uma reacdo quimica entre os componentes do diluidor de
congelacéo BotuCrio® e o de rediluicdo TALP sperm.

Os nossos resultados mostraram que os diluidores BotuCrio®, TALP
sperm e solucao fisioldgica sédo igualmente adequados para rediluicdo do sémen
equino criopreservado quando analisado o parametro de MT. Quando analisada
a ALH, percebe-se que a rediluicdo em BotuCrio® e Solucéo fisioldgica foi maior
do que nas amostras diluidas em BotuSémen e TALP sperm. O emprego de
Solucdo fisioldgica tem a vantagem do baixo custo, favorece a visualizagcdo dos
espermatozoides pois mantém o campo de visdo limpo, sem a presenca de
granulos ou debris que venham a interferir na identificagdo celular pelo CASA
(FARREL et al., 1996).

Silva et al. (2014) relatou uma interferéncia significativa na cinética dos
espermatozoides ovino criopreservados em diferentes diluidores a base de Tris-

gema e Tris- LDL (low density lipoproteins) apos a rediluicdo das amostras com
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Solucdo fisiolégica. O uso de solugbes isosmoticas podem influenciar
negativamente na motilidade esperméatica de amostra diluidas pos-
descongelacéo para ajuste da concentracao espermatica, podendo esse fato ser
atribuido ao stress osmotico ocasionado pelo aumento da permeabilidade do
glicerol e 4gua através da membrana espermética (BALL, 2001). Entretanto,
corroborando com nossos resultados, Contri et al. (2010) ndo observaram efeito
prejudicial sobre alguns parametros cinéticos com o emprego de Solucao
fisiologica para rediluicdo e ajuste da concentracdo espermatica de amostras

avaliadas pelo CASA.

7 CONCLUSOES

Para a avaliacdo do sémen 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 trajetoria dos espermatozoides equino
criopreservados.

As camaras lamina sob laminula, Leja® 10 um e Leja® 20 um utilizadas
para analise de sémen pelo SCA® apresentaram influéncia sobre os resultados
de cinética espermatica. Indica-se o emprego de lamina sob laminula para
avaliacdo do sémen equino, devido baixo custo e por nao influenciar
negativamente os resultados de cinética espermatica.

Para avaliacdo do sémen equino pelo SCA® € indicado o uso de uma
diluicdo que garanta uma concentracdo espermatica entre 25 e 50 x108/ mL,
tendo em vista que a utilizacdo de 100 x108 espermatozoides por mL influenciara
negativamente os parametros de cinética dos espermatozoides.

O diluidor indicado para a realizac&o da rediluicido do sémen equino deve
ser preferivelmente o mesmo utilizado na congelacdo do sémen, caso ndo seja
possivel a identificacdo deste, o segundo diluidor a ser indicado é o TALP sperm

e por ultimo indica-se a Solugéo fisiologica.
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