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RESUMO

Foi realizado um experimento com o objetivo de comparar o uso de ldminas e de laminulas
versus camaras de contagem para a analise de motilidade de sémen suino, com o sistema
computadorizado CASA, pela possibilidade de diminuicdo de custo de material. Foram
utilizadas 18 doses inseminantes em que analise dos pardmetros de motilidade foi realizada
apos 24 h de armazenamento em conservadora de sémen a 17-19°C. Foram comparados trés
métodos de andlise: cadmara - padrdo-ouro, avaliagdo de cinco campos microscépicos;
Laminula 1 - avaliagdo de cinco campos entre [dmina e laminula; Laminula 2 - avaliacdo de
cinco campos entre 1amina e laminula, divididos em duas analises, cada uma com trés e dois
campos, respectivamente. Apesar da correlacdo entre o uso de laminulas e camara ter sido
positiva e significativa, os indices de concordancia ndo foram altos, indicando a necessidade
de mais pesquisas para melhorar o método lamina e laminula de modo que ele possa substituir
com seguranca a camara de contagem, no sistema CASA.

Palavras-chave: camara de contagem; inseminacéo artificial; sistema CASA.



ABSTRACT

In order to reduce the material cost for computer-assisted semen analysis (CASA), a study
was performed to compare the use of slide and coverslip versus counting chamber for motility
analysis of boar semen. Eighteen inseminating doses from different boars were used to
evaluate kinetic parameters after 24 h storage at 17-19°C. Three methods were compared:
Counting Chamber - gold standard, evaluation of five microscopic fields; Coverslip 1 -
evaluation of five fields between slide and coverslip; Coverslip 2- evaluation of five fields
between slide and coverslip, divided into two analyses, each one with three and two fields,
respectively. Despite the positive and significant correlations between coverslips and
chamber, the concordance indexes were not high, indicating that more studies are required to
improve the coverslip method so that it can reliably replace the counting chamber in CASA
system.

Keywords: artificial insemination; CASA system; counting chamber.
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1 INTRODUCAO E OBJETIVO

O Brasil é um dos lideres mundiais na producédo e na exportacdo de suinos, abatendo
46 milhdes de cabecas anualmente (ANUALPEC, 2014). Atualmente, a inseminagéo artificial
(IA) apresenta-se essencial para a eficiéncia produtiva demandada na suinocultura industrial.
Dessa forma, a analise de fatores relacionados a qualidade do sémen — geralmente,
motilidade, morfologia e concentracdo espermatica - esta entre os itens mais importantes para
o0 aperfeicoamento das tecnologias de reproducéo assistida, e consequente sucesso econémico
dos produtores.

Segundo Varner (2008), a motilidade espermética ainda é considerada uma das
principais caracteristicas a ser analisada em uma amostra de sémen. Os valores de motilidade,
avaliados em microscopio, séo utilizados desde o século 17 e continuam sendo o principal
critério de controle de qualidade para as centrais de processamento de sémen (LENZ et al.,
2011), sendo uma importante caracteristica para a capacidade fertilizante do espermatozoide
(FEITSMA, 20009).

A partir do desenvolvimento de um sistema computadorizado de analise de sémen
(CASA - Computer-Assisted Sperm Analysis), na década de 80, parametros adicionais de
motilidade, descrevendo 0s movimentos dos espermatozoides, tornaram a avaliacdo
espermatica mais objetiva e detalhada (KOMORI et al., 2006). Trata-se de um sistema
automatico de alta precisdo de avaliagdo de imagem com um microscopio de contraste de
fase, monitorada por computador (software e hardware), o qual tem como objetivo aumentar
a precisdo da analise de motilidade, por identificar as células individualmente.

Para essa tecnologia, usualmente utilizam-se camaras de contagem (descartaveis ou
reutilizaveis) especialmente projetadas e qualificadas, que variam em profundidade e em
quantidade de pocos de andlise, e proporcionam precisdo de valores dos parametros obtidos.
Entretanto, o uso de camaras de contagem eleva o custo da analise quando comparado a
avaliacdo subjetiva. Comparativamente, a média de precos atuais da avaliacdo de uma
amostra entre laminas e laminulas é de R$ 14,60 (para cada 100 analises, utilizando em média
duas laminulas por analise), e da avaliacdo em camaras de contagem € cerca de R$ 490 (para
cada 100 analises), gerando uma diferenca de custo de aproximadamente 33 vezes.

O objetivo do presente trabalho é comparar o uso de laminas e de laminulas
(utilizando dois métodos distintos) versus camaras de contagem para a analise de motilidade

de sémen suino, com o sistema computadorizado CASA, diante da possibilidade de
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diminuicdo de custo de material rotina de controle da qualidade de doses inseminantes (DI)

em centrais de inseminacao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Inseminacdo artificial

Nas duas Ultimas décadas, a tecnologia de reproducdo assistida tem crescido
exponencialmente devido ao desenvolvimento de novas biotecnologias, tanto em humanos
como em animais. A IA esta incluida entre os métodos dessa tecnologia, e, embora ndo tdo
nova gquanto outras, é ainda considerada uma das mais revolucionarias técnicas utilizadas em
animais de producdo (SORIANO-UBEDA et al., 2013). E realizada sem o contato direto da
fémea com o macho, através da coleta e da manipulacdo do sémen, e da sua introducdo e
deposicdo no aparelho reprodutivo da fémea, com instrumental e técnica apropriados, visando
a fecundacdo (MIES FILHO, 1987). Em suinos, empregam-se as técnicas de inseminacao
artificial tradicional (1AT), que compreende a utilizacdo de uma pipeta que mimetiza a
extremidade do pénis suino, permitindo a deposicdo do sémen no canal cervical, e a
inseminacdo artificial intrauterina (IAU), que consiste no emprego de um cateter introduzido
pelo interior da pipeta tradicional, sendo os espermatozoides depositados diretamente no
corpo do utero (BORTOLOZZO et al., 2008).

Embora tenha aplicacdo comercial relativamente recente na suinocultura, os primeiros
experimentos com IA em suinos ocorreram na Russia no inicio do século 20 (RODRIGUEZ-
GIL; ESTRADA, 2013). A producdo moderna e tecnificada cada vez mais a utiliza como
componente do manejo reprodutivo. A grande difusdo da IA deveu-se, principalmente, ao
surgimento de linhagens genéticas de machos terminais que agregaram as carcacas de seus
descendentes as qualidades exigidas pela tipificacdo instituida na industria de carnes
(BORTOLOZZO et al., 2005b).

Dentre as inumeras vantagens que levaram a sua ampla difusdo, podem-se citar:
ganhos genéticos com o emprego de machos geneticamente superiores, reducdo nos custos de
cobertura, maior seguranca sanitaria, maiores cuidados higiénicos nas coberturas, eliminacéao
dos ejaculados impréprios para uso e evolucdo técnica da equipe na implantacdo dessa
tecnologia (FLOWERS; ESBENSHADE, 1993; WENTZ et al., 2000). Atualmente, mais de
90% dos suinos sdo inseminados artificialmente na Unido Europeia e nos Estados Unidos,
chegando a 98% em alguns paises (FEITSMA, 2009). No Brasil, apesar da falta de
levantamentos estatisticos oficiais, 0 emprego da IA tem aumentado consideravelmente ano a
ano, acompanhando o incremento dessa biotécnica ocorrido mundialmente (BORTOLOZZO
et al., 2008).
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A pesquisa em IA, nos ultimos anos, tem buscado basicamente atingir dois objetivos:
reducdo dos custos de cobertura e potencializacdo do emprego de machos geneticamente
superiores (BORTOLOZZO et al., 2005b), tendo, portanto, a avaliagio da motilidade
espermética um papel fundamental. Os diferentes métodos para tanto, e suas ferramentas
utilizadas nas avaliacGes, variam desde simples analises microscopicas subjetivas até
sofisticados sistemas com alta objetividade e precisdo. Esses sistemas foram desenvolvidos e
implantados para atender a demanda da evolucdo da tecnologia de reproducdo assistida

2.2 Avaliacdo espermatica tradicional

Em Centrais de Inseminacdo Artificial (CIA), analises sdo realizadas rotineiramente
com o intuito de avaliar a qualidade do sémen suino. Segundo Bortolozzo et al. (2005c),
apesar da pouca correlacdo com a fertilidade obtida in vivo, é fundamental que o ejaculado
seja submetido a um exame detalhado e acurado antes de ser liberado para a 1A, sempre
levando em consideracdo o valor e a limitagcdo dos parametros obtidos in vitro, e a fertilidade
do rebanho observada a campo.

Embora haja o desenvolvimento constante de tecnologias que facilitam e aumentam a
precisdo dos resultados observados nas avaliacdes espermaticas, na realidade atual da maioria
das CIAs, no Brasil e no mundo, a avaliagdo dita tradicional, com utilizacdo de materiais
laboratoriais relativamente simples, € a mais utilizada. Trata-se de avaliagdes subjetivas,
portanto, o fator humano na preparacédo € de grande importancia (FEITSMA et al., 2011).

Para o processamento das DIs, cuja quantidade de espermatozoides varia de 1,5
bilhdes até 4 bilhdes, dependendo da técnica de IA a ser utilizada; o exame de todos o0s
ejaculados assume um papel importante com vistas a eliminacdo de amostras inadequadas
(BORTOLOZZO et al., 2005c). Portanto, apos a coleta do sémen, é realizada uma série de
avaliacGes que sdo divididas, basicamente, em macroscopicas (volume, cor, odor e aspecto) e
microscopicas (motilidade espermatica, vigor, aglutinacdo, concentracdo espermatica e
morfologia espermatica), além de outros exames complementares (coloracdo supravital, teste
de resisténcia osmotica, exame bacterioldégico e acompanhamento da motilidade espermatica
durante o armazenamento) (BENNEMANN, 2014).

Os parametros espermaticos variam de um individuo para outro devido a muitos
agentes exdgenos (alimentacdo, regime de utilizacdo na reproducdo, conforto, estresse, etc.)
ou enddgenos (genética, atividade neuroenddcrina, etc.), influenciando a atividade

espermatogénica dos testiculos, e podendo modificar a qualidade do sémen. Ademais, a
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qualidade das DI inclui ndo s6é a origem (macho), mas também a viabilidade dos
espermatozoides, o grau de aglutinacdo e a quantidade de defeitos morfolgicos (MELLAGI,
2011). O estabelecimento de padrdes de qualidade €, portanto, um processo complexo, com
diferentes protocolos e constante evolucdo. Alguns requisitos minimos importantes de
qualidade do sémen fresco suino, padronizados para a rotina de CIAs segundo a Associacao

Central dos Suinocultores da Alemanha (ZDS, 2006), estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1 - Requisitos minimos importantes de qualidade do sémen fresco suino

Caracteristicas Requisitos minimos
Cor De branca-acinzentada a branca
Consisténcia Leitosa
Misturas (urina, sangue e pus) Auséncia
Contaminacoes (fezes e pelo) Auséncia
Odor Neutro
Volume sem a secrecao da glandula bulbouretral 100 ml
Concentragdo espermatica (10°) 0,15/ml para machos < 9 meses

0,2/ml para machos > 9 meses
NUmero total de espermatozoides no ejaculado (10°) 15 para machos < 9 meses

20 para machos > 9 meses

Motilidade espermatica (%) 70
Total de espermatozoides com defeito morfologico (%) <25
Defeito de cabeca (%) <5
Defeito de acrossoma (%) <10
Gota citoplasmatica (%) <15
Cauda enrolada (%) <15
Outros defeitos morfoldgicos (%) <15
Contetido Microbiano Auséncia de patdgenos especificos para humanos ou animais

Fonte: adaptado de ZDS (2006)
2.2.1 Motilidade espermatica: avaliacdo subjetiva
Avaliacdo subjetiva da motilidade espermatica é o principal parametro utilizado para

selecionar os ejaculados (BERNARDI, 2008). Trata-se de um exame simples, rapido, de

baixo custo e bom indicador da integridade e funcionalidade das membranas (GADEA, 2005).
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Realizado rotineiramente nas CIlAs, apesar de subjetivo, é indispensavel, indicando a
viabilidade espermatica (BORTOLOZZO et al., 2005c).

Sua determinacao consiste em colocar uma gota de sémen de 8 a 20 pl entre lamina e
laminula, pré-aquecidas a 35°C, e examinar ao microscopio optico em aumento de 100 a 200
vezes. A analise deve ser realizada logo ap6s a colocagdo da laminula, em virtude da répida
reducdo da atividade espermaética devido a baixa tensdo de oxigénio existente entre lamina e
laminula (BORTOLOZZO et al., 2005c). O julgamento conclusivo do percentual de
motilidade é realizado apés a avaliagdo de, no minimo, trés amostras de sémen; considerando-
se aquela que apresenta maior percentual de células moveis (CBRA, 2013). Caso seja
necessario, ha possibilidade de trabalhar com uma pré-diluicdo 1:1 (sémen:diluente) do
ejaculado in natura, de forma a favorecer a andlise (BENNEMANN, 2014).

A motilidade espermatica total do ejaculado suino tem uma média de 74-77%, com
poucas diferencas entre racas (WOLF, 2009; WOLF & SMITAL, 2009). De acordo com isso,
Smital et al. (2004) encontraram um coeficiente de variacdo para motilidade espermatica
inferior a 10% entre racas. E recomendavel discriminar, a partir da avaliagdo microscopica,
ejaculados bons (motilidade > 60%) de ruins (motilidade < 60%) (Broekhuijse et al., 2012).
Pelo fato de a fertilidade ser comprometida, caso a motilidade esteja abaixo de 60%
(FLOWERS, 1997), esse valor é usualmente utilizado como referéncia para a selecao das Dls
a serem usadas nas 1A de suinos (BERNARDI, 2008). Entretanto, sob o ponto vista prético,
adota-se o minimo de 70%, como margem de seguranca contra eventuais falhas individuais
que possam acontecer no momento da estimativa dessa variavel (BORTOLOZZO et al.,
2005c¢), devendo ser um minimo de 80% caso as doses sejam utilizadas 72h ap0s a ejaculacéo
(ALTHOUSE, 2007).

Segundo Broekhuijse et al. (2012), inGmeros estudos relataram variacdes de 30 a 60%
nas avaliacbes de estimativas de motilidade espermatica entre diferentes técnicos
laboratoristas e entre estimativas de um mesmo técnico. Evidencia-se, assim, a limitacdo do
ser humano em quantificar as diferentes subpopulacdes espermaticas nas amostras
(VERSTEGEN et al, 2002) e a necessidade de padronizacdo dessas avaliacdes
(RIJSSELAERE et al., 2003; YEUNG et al., 1997). Ademais, em estudo de fatores que
explicam variacdo na fertilidade suina, Broekhuijse et al. (2012) relataram, além da
individualidade dos técnicos laboratoristas, também a realizacdo das analises em diferentes
ClAs, como fonte de variacdo de resultados, mostrando diferencas significativas entre
porcentagem de motilidade espermaética e sua consequente taxa de pari¢do e total de leitdes

nascidos vivos.
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Embora largamente utilizada em CIAs, como ja relatado, a avaliagdo da motilidade
espermatica subjetiva ndo permite discriminacdo precisa de diferencas de motilidade entre
amostras (BROEKHUIJSE et al., 2011). Dessa maneira, € importante compreender e
considerar a utilizacdo de métodos de avaliagdo computadorizada e avangada (com suas
caracteristicas, acessibilidade, vantagens, desvantagens e alternativas) dentro da cadeia da

suinocultura.

2.3 Avaliacdo espermatica computadorizada

A despeito da vasta utilizacdo da avaliacdo espermatica tradicional, os avancos da
suinocultura moderna vé@o ao encontro de mudancas em todos os pontos da cadeia produtiva,
sendo, uma delas, a modernizacdo das técnicas de exame do ejaculado.

Alta precisdo € essencial para atingir niveis de garantia de qualidade na producéo de
Dls, eficiéncia na sua producdo e resultados de fertilidade a campo (BROEKHUIJSE et al.,
2011). Dessa forma, segundo Soriano-Ubeda et al. (2013), desde a década de 40, cientistas ja
comegaram a procurar uma maneira objetiva de analisar a motilidade dos espermatozoides
nos ejaculados. No entanto, a relacdo entre os parametros modernamente mensurados e a
capacidade fertilizante ainda ndo foram extensivamente analisados, e hd poucos estudos
comparativos sobre o valor das medidas obtidas no sistema computadorizado
(BROEKHUIJSE et al., 2011).

Existem inUmeras técnicas propostas a aumentar a objetividade das avaliacGes
espermaticas, principalmente em relacdo a da motilidade subjetiva, tais como a turbidimetria,
a espectroscopia a laser-Doppler e os métodos fotométricos. No entanto, tais sistemas néao
consideram os parametros individuais dos espermatozoides, permitindo, apenas, uma
estimativa grosseira de toda a populacdo espermatica (VERSTEGEN et al., 2002). Assim,
devido a possibilidade de avaliacdo mais rapida e objetiva, fornecendo acesso a parametros
espermaticos individuais, o sistema computadorizado CASA ja é amplamente aceito pela
comunidade da area de reproducdo animal, tanto para a pesquisa em biologia espermatica
basica, quanto para o uso em unidades de producdo (AMANN; WABERSKI, 2014), embora
ainda ndo seja método de rotina em todas as CIAs (SANCHO; VILAGRAN, 2013).

2.3.1 CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis)
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Em termos gerais, o sistema CASA consiste em cdmera de video de alta velocidade
acoplada em microscépio de contraste de fase, que capturas as imagens da amostra e envia ao
software. A maioria desses sistemas analisam a concentracdo espermatica e a porcentagem de
motilidade espermatica e, alguns, as caracteristicas morfoldgicas e morfométricas das células
com um alto grau de repetibilidade (FEITSMA et al., 2011). Atualmente, existem mais de 12
sistemas CASA disponiveis no mercado, mundialmente, para uso com ejaculado animal
(AMANN; WABERSKI, 2014).

Os sistemas, incluindo software e hardware (além de acessérios como microscopio,
camera e camaras de contagem), independentemente do fabricante, possuem principios
similares e contam com constante atualizacdo. Um exemplo, no que concerne a avaliacdo
espermatica suina, dentre outras espécies, é o Hamilton-Thorne Ceros® (HTR Ceros 12.1,
Hamilton-Thorne Research, Beverly, CA, USA), que, assim como outras marcas, avalia o
movimento individual dos espermatozoides por meio do processamento de imagens digitais
das trajetdrias da posicéo da cabeca dentro de um intervalo de tempo (VYT et al., 2008).

Além de comparagdes de métodos entre CASA e avaliacGes subjetivas, comparagdes
de resultados entre diferentes sistemas computadorizados também sdo objeto de estudos.
Tejerina et al. (2008) compararam o sistema CASA convencional SM-CMA® (SM-CMA,
Medical Technologies, Montreaux, Switzerland) e o software QualiSperm® quanto &
motilidade espermatica suina, correlacionando resultados em diferentes concentragdes e
tempos de estocagem do sémen.

Apesar das vantagens de objetividade e acesso a parametros espermaticos individuais,
alguns estudos, como o de Feitsma et al. (2011), questionam a necessidade de seu uso pelas
ClAs, ressaltando questfes de controle de qualidade e de custo-beneficio, bem como a falta de
correlacbes mais consistentes entre parametros de motilidade e fertilidade a campo, e de

padronizacdo de variaveis analisadas entre os diferentes sistemas CASA.

2.3.2 Parametros de motilidade e tipos de movimento

Informacdes fornecidas pelo sistema CASA séo especialmente interessantes no que se
refere a qualidade do movimento dos espermatozoides (SANCHO; VILAGRAN, 2013). A
maioria desses sistemas estabelece um centroide para cada espermatozoide (BOYERS et al.,
1989), assim, o deslocamento dessas células (alteracdes na localizacdo do centroide em
sucessivos frames) s@o registrados e computados, fornecendo medidas que os descrevem
(AMANN; WABERSKI, 2014). Utilizando imagens digitais da trajetoria de cada célula, por
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meio de algoritmos de processamento de imagem, as propriedades desses movimentos séo
analisadas (VERSTEGEN et al., 2002).

O movimento normal dos espermatozoides € retilineo, em plano Unico, progressivo e
com movimentos rapidos de cauda. Nos sistemas computadorizados, é possivel identificar
inimeras mudancas sutis nas caracteristicas da motilidade, como movel ndo progressivo
(movimento circular), linear lento, linear rapido e imével (VYT et al,, 2004). Além de
motilidade total, motilidade progressiva, rapida, lenta, circular e local, os parametros da
cinética celular também podem ser analisados (Tabela 2).

Tabela 2 - Parametros da cinética celular

Parametros Descricéo
DCL, um Distéancia percorrida real
DSL, um Distancia percorrida em linha reta
DAP, um Distancia percorrida do trajeto médio
VCL, pm/s Velocidade em linha curvilinea
VSL, um/s Velocidade em linha reta
VAP, um/s Velocidade do trajeto médio
ALH, um Amplitude de deslocamento lateral da cabeca
AOC,em?® Desvio médio de orientacdo da cabeca no trajeto curvilineo
BCF, Hz Frequéncia com que a cabeca no trajeto curvilineo cruza o trajeto médio
Retilinearidade, % VSL/VAP
Linearidade, % VSL/VCL
Wobble, % VAP/VCL, oscilacdo do trajeto curvilineo em relacao ao trajeto médio

Um dos poucos recentes estudos que encontraram associacdo entre 0s parametros
avaliados no sistema CASA e a fertilidade de machos suinos foi realizado por Broekhuijse et
al. (2011), em que, em relacdo a taxa de parto, a porcentagem de motilidade progressiva
demonstrou efeito positivo, e VCL e BCF, efeito negativo; e em rela¢do ao namero de leitdes
nascidos totais, a porcentagem de motilidade progressiva e VAP demonstraram efeito
positivo, e VSL e ALH, efeito negativo. Didion (2008) relatou que, embora seja pouco
conhecido se alguns desses parametros estdo envolvidos com o processo de fecundacéo,
retrospectivamente, essas caracteristicas poderiam ser correlacionadas com a fertilidade

individual de um reprodutor, e o entendimento da correlagdo de caracteristicas especificas
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teria o potencial de melhorar a eficiéncia da producdo de sémen suino. Na figura 1 estdo

ilustrados alguns dos parametros de avaliacdo de motilidade fornecidos pelo sistema CASA.

Figura 1 - Pardmetros de avaliacdo de motilidade espermatica
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Average path = trajeto médio, Curvilinear path = trajeto curvilineo, Straight line path =
trajeto retilineo
Fonte: WHO [2010]

2.4  Uso de camaras de contagem

Os parametros utilizados para as analises no sistema CASA sdo modelados e refinados
matematicamente para melhor descrever o0s parametros de movimento de cada
espermatozoide, a medida que ele percorre através de um campo microscopico (BOYERS et
al., 1989). Para tanto, ao microscopio, podem ser utilizados, basicamente, laminas e
laminulas; cAmaras de contagem descartaveis, como hemocitdmetros e cAmaras Leja® (Leja,
Nieuw-Vennep, Holanda) (Figura 2); ou reutilizaveis, como Makler® (Sefi-Medical
Instruments, Haifa, Israel), Cell-VU® (Millennium Sciences Inc., New York, USA) e ISAS®
(ISAS, Proiser, Valencia, Spain).

Diante das inumeras opgdes, estudos em diferentes espécies sdo realizados a fim de
encontrar possiveis diferencas nos parametros espermaticos mensurados. Alguns exemplos
sdo Hoogewijs et al. (2012), Lenz et al. (2011), Nothling e Santos (2012) e Souza et. al.

(2015), os quais compararam, respectivamente: valores de motilidade espermaética equina



20

entre cAmaras Leja® (2 e 4 pocos) e ISAS® com diferentes profundidades, Makler® e lamina e
laminula; motilidade espermética bovina entre cAmaras Leja® 2 pocos, Leja® 4 pocos,
Makler®, e lamina e laminula; motilidade espermatica bovina entre camara Leja® 4 pocos e
diferentes combinacGes de campos microscépicos de lamina e laminula; motilidade

espermatica bovina entre camaras Leja® 8 pocos e Cell-VU®.

Figura 2 — Exemplo amplamente conhecido de camara de
contagem no sistema CASA, Leja® é uma camara descartavel
que varia em profundidade de 10 a 100 pm, e possui 2, 4 ou 8
pocos de andlise (preenchimento por capilaridade), dependendo
da profundidade da camara.

Fonte: Leja® [2015]

Apesar dos custos elevados, de acordo com Amann e Waberski (2014), as camaras
descartaveis sdo geralmente recomendadas para analise de motilidade, com profundidade de
10 ou 20 um cuidadosamente controlada (profundidade certificada). No entanto, devido a
viabilidade de reducdo de custos para as ClAs, sdo importantes as pesquisas que avaliem
metodologias e estabelecam, como alternativa, protocolos quanto ao uso de laminas e

laminulas no sistema CASA, considerando, dentre outros fatores, 0s campos microscépicos.
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3 ARTIGO: COMPARACAO DE METODOS DE ANALISE EM SISTEMA
COMPUTADORIZADO PARA CARACTERISTICAS DA MOTILIDADE DE SEMEN
SUINO

3.1 Introdugéo

A inseminacdo artificial (1A) é essencial para a eficiéncia produtiva demandada na
suinocultura industrial. A analise de fatores relacionados & qualidade do sémen — geralmente
motilidade, morfologia e concentracdo espermatica - esta entre os itens mais importantes para
o aperfeicoamento das tecnologias de reproducdo assistida. A avaliacdo da motilidade
espermatica € o principal parametro utilizado para selecionar os ejaculados (BERNARDI,
2008). Comercialmente, o objetivo principal de armazenamento do sémen é manter 0s
espermatozoides viaveis para um periodo de tempo variavel, a fim de fertilizar uma alta
proporcdo de odcitos com uma dose minima de células e com um minimo custo e risco
sanitario (JOHNSON et al., 2000), sendo a rotina de analise de doses armazenadas uma
importante ferramenta de controle de qualidade de doses produzidas pelas centrais de
producédo de sémen.

A avaliacdo de doses retidas (contraprova) é uma importante ferramenta de controle de
qualidade da Central de 1A (CIA) e deve ser realizada ao longo de todo o armazenamento
(BORTOLOZZO et al., 2008). O sistema computadorizado de analise espermatica (CASA -
Computer-Assisted Sperm Analysis) possibilita uma avaliagdo mais rapida e objetiva da
motilidade, fornecendo acesso a parametros espermaticos individuais (AMANN;
WABERSKI, 2014). No entanto, o custo do equipamento e dos materiais de consumo,
principalmente camara de contagem, é um fator determinante na tomada de decisdo sobre sua
utilizacdo para analise de controle de qualidade.

Dessa forma, diante da possibilidade de reducdo de custo operacional, o objetivo do
trabalho foi comparar o uso de cdmara de contagem versus laminas e laminulas para a analise

de motilidade de doses de sémen suino com o sistema CASA.
3.2  Material e métodos
Foram utilizadas doses inseminantes (DI) provenientes de 18 machos reprodutores

suinos (AGPIC® 337) de uma central tecnificada de producdo de sémen suino, localizada no

municipio de Estrela, RS. Apds a coleta do ejaculado, o sémen foi analisado através do
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sistema CASA (SpermVision®, Minitiilb GmbH) e foram produzidas doses com 1,5 bilhdo de
espermatozoides em 45 ml de volume total em diluente BTS (Beltsville Thawing Solution,
Minitib GmbH). A anélise dos pardmetros de motilidade espermatica (total, progressiva,
rapida, lenta, circular, local) e demais parametros de cinética espermatica foi realizada apos
24 h de armazenamento em uma conservadora de sémen a temperatura média de 17,8°C +
0,49. Para a avaliacdo, 1 ml de cada dose foi incubada a 38°C durante 10 minutos.

Cada amostra foi avaliada no sistema CASA (AndroVision®, Minitiilb GmbH)
utilizando camaras de contagem (Leja® - 20 um profundidade) e laminas e laminulas
(Precision®, 18x18 mm, 0,13-0,16 mm de espessura). A camara foi preenchida por
capilaridade com 3 pl de s€men. Para a avaliagdo entre lamina e laminula, uma gota de 5 pl de
sémen foi disposta sobre a lamina e coberta cuidadosamente com a laminula, evitando-se a
formacdo de bolhas. Ambas foram avaliadas ao microscopio Optico sob objetiva de 20x e
contraste de fase negativo, imediatamente apos o preenchimento.

Os campos microscopicos dos diferentes métodos foram analisados das seguintes
maneiras: Camara - padrdo-ouro, cinco campos; Laminula 1 - cinco campos distribuidos
igualmente ao longo do raio equatorial da laminula, da borda ao centro (adaptado de N6thling
e Santos, 2012); Laminula 2 - cinco campos divididos em duas laminas, cada uma com trés e
dois campos distribuidos igualmente ao longo do raio equatorial da laminula da borda ao
centro.

Para a analise estatistica, foi determinado o coeficiente de correlacdo de Pearson, ao
nivel minimo de significancia de 5% (P<0,05), além do coeficiente de correlagédo de
concordancia (CCC) para avaliar a concordancia (LIN, 1989) de andlise entre os dois métodos

com uso de laminulas e a cAmara de contagem Leja®.
3.3  Resultados e discusséo

De um modo geral, o método Laminula 2 apresentou maior niamero de variaveis
espermaticas com correlacdo significativa com o método Camara do que o método Laminula
1 (Tabela 3). No entanto, nenhum coeficiente de correlacdo ultrapassou o valor de 0,65 e,
quando considerado o CCC entre os métodos Camara e Laminula 2, os valores para
motilidade total, progressiva e circular e BCF foram 0,591, 0,512, 0,508 e 0,540,
respectivamente, sendo considerados de concordancia moderada, de acordo com Landis e
Koch (1977).
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Esses valores séo considerados baixos em comparagéo ao estudo de No6thling e Santos
(2012), os quais avaliaram a motilidade espermética bovina em 12 campos distribuidos
igualmente ao longo do raio equatorial da laminula da borda ao centro e observaram CCCs
altos, proximos a 0,9. Segundo Verstegen et al. (2002), a precisdo dos resultados de analise
aumenta ndo somente conforme aumenta o nimero de campos avaliados, mas também o
namero de células por campo, relatando também as quantidades de campos e de nimero de
células recomendadas para avaliacdo espermatica de diferentes espécies. No presente estudo,
essa diferenca poderia estar associada ao namero de campos utilizados (cinco campos), o qual
resultaria em médias imprecisas de motilidade pela analise de um nGmero pequeno de
subpopulacBes espermaticas. Entretanto, na rotina de processamento de sémen suino, a
contagem de um namero elevado de campos torna-se impraticavel, pois o espermatozoide
suino tem alta suscetibilidade a baixa tensdo de oxigénio existente entre ldmina e laminula
(BORTOLOZZO et al., 2005a), com reducdo da motilidade espermatica poucos segundos
apos a colocacédo da laminula.

E possivel que as diferencas observadas entre a camara de contagem e o método de
lamina e laminula possam também estar relacionadas com a profundidade das mesmas e a
aderéncia da superficie de vidro com as células (MASSANYI et al., 2008), além de
estimativas incorretas devido ao viés de amostragem entre as subpopulacdes (DOHOO et al.,
2010). Lenz et al. (2011), no entanto, encontraram porcentagens de motilidade total e
progressiva espermatica bovina superiores para ldmina e laminula. De acordo com Hoogewijs
et al. (2012), que obtiveram, também, valores de motilidade progressiva equina
significativamente maiores para lamina e laminula comparadas a camaras de contagem, pode,
inclusive, haver superestimacdo de valores na utilizacdo desse método. Assim, fica evidente a
grande variacdo de técnicas e a falta de uniformidade na preparacdo de amostras, de modo a
permitir a padronizacdo de avaliacdo da motilidade, no sistema CASA, com métodos

alternativos a camara Leja®.



Tabela 3 - Correlagdo entre os métodos de analise para caracteristicas de motilidade de sémen suino em sistema computadorizado Camara e

Laminulale 2

Camara Laminula 1 Laminula 2
Variaveis MédiatDP Média+DP CORR CCC Média+DP CORR CCC
Motilidade total, % 80,648,5 78,3+12,2 0,227 0,208 82,1+12,1 0,636*** 0,591
Motilidade progressiva,% 73,0£10,0 66,5£15,3 0,140 0,113 72,5145 0,549*** 0,512
Motilidade rapida,% 56,2+11,4 31,0131 -0,132 -0,042 35,3+13,1 0,124 0,050
Motilidade lenta, % 15,7+5,8 34,149,4 0,289 0,068 35,4+11,1 0,102 0,024
Motilidade circular, % 1,1+1,3 1,4+1,6 0,430** 0,414 1,7+1,4 0,566*** 0,508
Motilidade local, % 7,612,4 11,9+6,0 -0,116 -0,055 9,6+4,9 0,054 0,037
ALH, um 1,2+0,15 0,80+0,16 0,034 0,008 0,82+0,14 0,540*** 0,121
BCF, Hz 15,243,2 13,843,2 0,193 0,177 15,313,6 0,543*** 0,540
DAP, pm 16,543,1 11,543,0 0,091 0,038 12,543,2 0,511** 0,279
DCL, pm 38,616,0 28,616,1 -0,044 -0,019 30,0+5,8 0,412* 0,201
DSL, pm 11,542,5 8,6+2,5 0,106 0,062 9,542,7 0,422* 0,324
LIN, % 0,31+0,03 0,29+0,06 0,515** 0,399 0,31+0,06 0,490** 0,413
VAP, um/s 46,619,1 31,0+8,9 0,109 0,044 34,1+9,4 0,543*** 0,284
VCL, pm/s 106,6+18,2 74,7+18,6 0,011 0,044 79,417 .4 0,471** 0,217
VSL, um/s 34,3+7,6 24,1+7,4 0,107 0,056 27,0+8,0 0,479** 0,334
WOB, % 0,43+0,03 0,38+0,06 0,518** 0,275 0,40+0,06 0,552*** 0,353

*P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001.

Laminula 1: cinco campos distribuidos igualmente ao longo do raio equatorial da laminula, da borda ao centro; Laminula 2: cinco campos divididos em duas laminas, uma
com trés e outra com dois campos; DP: desvio padrdo; CORR: coeficiente de correlagdo; CCC: coeficiente de concordancia da correlagdo; ALH: amplitude de deslocamento
lateral da cabeca em relagdo ao tragado médio; BCF: frequéncia com que o tragado real cruza o tragado médio; DAP: distancia percorrida do tragado médio; DSL: distancia
percorrida em linha reta; DCL.: distancia percorrida real; VAP: velocidade do trajeto médio; VCL: velocidade em linha curvilinea; VSL: velocidade em linha reta; LIN
(linearidade): VSL/VCL; WOB (Wobble): VAP/VCL.
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Apesar das dificuldades encontradas nas anélises dos grupos Laminula 1 e Laminula 2
(falta de padronizacdo da distribuicdo da gota e eventual formacdo de bolhas), gerando
necessidade de repeticdo de procedimentos, é importante ressaltar a maior viabilidade de
repetir a analise em menor nimero de campos a cada vez. Na rotina de analise de DlIs
armazenadas, cada partida deve ter uma dose retida para avaliagdo durante o periodo de
armazenamento ou, até mesmo, além do periodo utilizado pelas granjas. Entretanto, com
grande namero de DIs a serem analisadas, 0 uso de caAmaras de contagem torna-se inviavel
devido ao custo, aproximadamente 33 vezes maior, comparado ao de lamina e laminula.
Assim, é importante continuar investigando maneiras de aperfeicoar o método lamina e
laminula, no intuito de viabilizar o uso da analise computadorizada para o controle da

qualidade de Dls.

34 Conclusao

Apesar de haver concordancia entre 0s métodos, os valores estdo abaixo do necessario
para garantir que o método de camara possa ser substituido pelo método com lamina e
laminula, sobretudo em situacdes em que a precisdo da informacao é essencial. Por outro lado,
é possivel que o aperfeicoamento do método lamina e laminula resulte em grau de precisao
suficiente para a analise de varidveis como motilidade total e progressiva, na rotina de

controle da qualidade de DIs em centrais de inseminacao.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Diante da constante expansdo do uso de tecnologias avangadas pelas CIAS, e dos
resultados obtidos no presente experimento, foi possivel demonstrar a possibilidade concreta
de busca de alternativas de substituicdo aos consumiveis de alto custo. No entanto, para
alcancar precisdo de resultados, € importante ressaltar que a utilizacdo de camaras de
contagem no sistema CASA continua sendo imprescindivel, principalmente para a realizacéo
de analises de sémen in natura. Além disso, embora os principais parametros de motilidade
espermatica (avaliados nas DIs armazenadas na rotina das CIAs) tenham apresentado
correlacOes satisfatorias entre os métodos padréo-ouro e alternativo, ainda ha falta de estudos
que resultem em padronizacdo de protocolos laboratoriais para o uso de laminas e laminulas

para sémen da espécie suina, a exemplo do que ocorre na avaliagdo espermatica humana.
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