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RESUMO

O uso do sistema CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis) teve um grande crescimento,
tanto nos laboratorios comerciais de produgdo de sémen quanto em trabalhos de pesquisa que
investigam a influéncia dos diversos parametros de motilidades oferecidos pelo sistema.
Entretanto, muitos aspectos precisam ser padronizados para uma correta avaliacdo. O presente
estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a influéncia do tempo de incubagdo de amostras
seminais a uma temperatura de 37°C antes da analise motilidade espermatica no sistema
CASA. Foram utilizados 4 ejaculados de 5 machos suinos sexualmente maduros. Os
ejaculados foram diluidos para a producdo de doses em split sample em dois diluentes: curta
duracdo (BTS) e em longa duracéo (Androstar® Plus). As doses foram armazenadas a 17,3+
0,5°C por 72 horas e avaliadas de acordo com o tempo de incubagdo a 37°C (10, 20 e 30
minutos) e idade da dose (24 e 72 horas apos a dilui¢do). O diluente de longa duracédo teve
resultado superior durante o periodo de armazenamento. Com relacdo a idade das doses, as
amostras analisadas com 24h tiveram desempenho superior as doses com 72h de
armazenamento. N&do houve diferenca estatistica em relacdo ao tempo de incubacdo para as
varidveis motilidade total, motilidade progressiva, motilidade local, DSL, VSL, raio e
rotacdo. Entretanto, ao se avaliar pardmetros de motilidade como: motilidade rapida,
motilidade lenta, motilidade circular, DCL, DAP, VCL, VAP, BCF, STR, LIN e WOB, o
tempo de incubacdo 10 minutos teve um desempenho superior aos demais. Desta forma,
apesar dos parametros de motilidade total e progressiva ndo terem sido influenciados pelo
tratamento, o tempo de incubacdo ideal para que as avaliacBes de motilidade sejam realizadas
no sistema CASA ¢ ao redor de 10 minutos, ja que apos esse intervalo algumas caracteristicas

de motilidade foram prejudicadas.

Palavras-chave: tempo de incubacgéo; doses inseminantes; sistema CASA.



ABSTRACT

Using CASA system (Computer-Assisted Sperm Analysis) has greatly increased in both
commercial laboratories of semen production and in research studies that investigate the
influence of several parameters of motility from the system. However, many aspects should be
standardized for proper evaluation. This study was conducted in order to evaluate the effect
of incubation time under 37°C before sperm motility analysis using CASA system. Four
ejaculates from 5 sexually mature boars were used. The samples were diluted in split sample
into two extenders: short (BTS) and long term (Androstar® Plus). The insemination doses
were stored at 17,3+0,5°C and evaluated according to the incubation time at 37°C (10, 20
and 30 minutes) and age of the dose (24 and 72 hours after dilution). The long term diluent
had a better result during the storage period. Regarding the age of the dose, the samples with
24 hours of storage had superior performance than the doses of 72 hours of storage. There
was no statistical difference in relation to the incubation time for the variables Total Motility,
Progressive Moatility, Local Motility, DSL, VSL, Radius and Rotation. However, some motility
parameters, such as rapid motility, slow motility, circular motility, DCL, DAP, VCL, VAP,
BCF, STR, LIN and WOB, in 10 minute treatment outperformed others. Thus, even though the
total and progressive motility parameters were not influenced by the time of incubation, the
ideal incubation time for the motility evaluations conducted with CASA system is around 10

minutes, since after this interval certain motility characteristics were negatively affected.

Keywords: incubation time; insemination doses; CASA system.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVO

Com a expansdo da utilizacdo da inseminacéo artificial (I1A) em suinos, o controle de
qualidade na producdo de doses inseminantes vem se tornando cada vez mais importante
(DEJARNETTE, 2012). Atualmente, mais de 90% da IA na producédo de suinos ao redor do
mundo € realizada com o uso de diluentes que garantem um periodo viavel das doses por até 5
dias de armazenamento a uma temperatura de 15 a 18°C (JOHNSON et al., 2000). Para que as
doses utilizadas sejam de qualidade, a avaliagdo da motilidade € essencial no exame do
ejaculado apds o processamento das doses, podendo auxiliar no estabelecimento de
correlagdes entre qualidade espermatica e fertilidade (BROEKHUIJSE et al., 2011).

O sistema CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis) permite uma avaliagdo objetiva
de diferentes caracteristicas espermaticas como motilidade, velocidade, morfologia e
concentracdo (VERSTEGEN et al., 2002). Juntamente com dados referentes a fertilidade a
campo, o sistema tem impulsionado estudos que visam uma estimativa mais segura do
potencial reprodutivo do macho suino (BROEKHUIJSE et al., 2011). Entretanto, atualmente
poucas informacGes estdo disponiveis em relacdo as diferentes varidveis que podem afetar a
avaliacdo do sémen ou doses armazenadas. Dentre estes fatores € possivel citar o tempo de
incubacdo (tempo necessario para que os espermatozoides recuperem a motilidade) prévio as
andlises realizadas no sistema CASA.

O presente estudo, portanto, visa avaliar a influéncia do tempo de incubacgéo a 37°C na
motilidade espermética de doses de sémen suino 24 e 72 horas apds sua producao,
comparando diluentes de curta e longa duracdo. Desta forma, uma técnica padrdo podera ser
estabelecida para o sistema CASA, garantindo que estudos comparativos entre diferentes

laboratérios possam ser realizados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Inseminacdo Artificial na Suinocultura

A 1A em suinos tem aumentado exponencialmente nos Gltimos anos, tornando a
eficiéncia reprodutiva em rebanhos suinos altamente dependente da capacidade fecundante
dos espermatozoides de doadores de sémen em centrais de producdo de sémen (CPS)
(POPWELL; FLOWERS, 2004). Atualmente, mais de 90% da IA na producao de suinos ao
redor do mundo é realizada com o uso de diluentes que garantem um periodo viavel das doses
por até 5 dias armazenadas de 15 a 18°C (JOHNSON et al., 2000). Embora uma pequena
porcentagem também seja utilizada ap6s o processo de congelamento para formacdo de
bancos genéticos (TEJERINA et al., 2008).

A A é atualmente considerada uma ferramenta essencial para otimizar a produtividade
e maximizar o uso de machos de alto valor genético (DIDION, 2008). A identificacdo de
reprodutores de alto potencial genético e fertilidade possibilita a maximizacdo do uso destes
animais em decorréncia de que um maior nimero de doses inseminantes podera ser obtido por
ejaculado garantindo a eficiéncia produtiva e a rentabilidade do sistema (FOXCROFT et al.,
2010). Portanto, para a implantacdo de um programa de sucesso a analise da qualidade do
sémen utilizado € um fator critico (POPWELL; FLOWERS, 2004).

Métodos visuais podem ser utilizados como uma ferramenta para determinar a
qualidade de um ejaculado. No entanto, trata-se de métodos subjetivos, suscetiveis a variacdes
individuais. Consequentemente, o sistema CASA vem ocupando grande espaco na indudstria
visto que garante uma avaliacdo mais precisa (VERSTEGEN et al., 2002). A avaliacdo
rotineira através de métodos subjetivos ou objetivos dos ejaculados utilizados para a
preparacdo de doses tém possibilitado estimar a viabilidade de amostras seminais e, por
conseguinte avaliar o potencial fertilizante de um macho, a fim de eliminar animais com baixa
produtividade e fertilidade (FOXCROFT et al., 2010). Desta forma, € possivel evitar o uso de
ejaculados de baixa qualidade que possam vir a influenciar negativamente a fertilidade de um
plantel apds a IA (TEJERINA et al., 2008).

2.2 Avaliacao de motilidade espermética
2.2.1 Importéncia da avaliacdo

A motilidade espermatica é considerada uma caracteristica primaria para a fertilizacdo
(LANGENDIJK et al., 2002) e alguns estudos com suinos tem descrevido uma relagéo entre a

motilidade espermética e o tamanho de leitegada através da afericdo de motilidade a partir de
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amostras diluidas (HOLT et al., 1997, GADEA et al., 2005). Em estudo realizado por Vyt et
al. (2008) o percentual de espermatozoides moveis foi significativamente associado com o
tamanho de leitegada (nimero total de leitGes nascidos) e também com o ndmero de nascidos
vivos. Entretanto, é fundamental levar em conta que machos apresentam diferencas
individuais, sendo possivel perceber uma variabilidade em relacéo a estimativa de qualidade e
fertilidade de um reprodutor ou de uma amostra (POPWELL; FLOWERS, 2004).

Atualmente, os ejaculados sdo discriminados de acordo com o percentual de
espermatozoides moveis por amostra de sémen. A partir da avaliagdo microscopica € possivel
classificar os ejaculados aptos ao uso para a producgéo de doses quando a motilidade é superior
a 60% (BROEKHUIJSE et al., 2012). Esse valor é, portanto, o ponto de corte e referéncia
para a selecdo dos ejaculados a serem utilizados em CPS, visto que a fertilidade pode ser
comprometida caso esse parametro ndo seja respeitado (FLOWERS, 1997). Sob o ponto de
vista pratico uma margem de seguranca é adotada visando neutralizar falhas que possam vir a
ocorrer na analise desta varidvel (BORTOLOZZO et al., 2005). Portanto, adota-se um minimo
de 70% de espermatozoides moveis como referéncia. Contudo, quando as doses forem
utilizadas apds 72h um valor minimo de 80% deve ser adotado (ALTHOUSE, 2007).

A motilidade espermatica, portanto, é de fundamental importancia para predizer o
potencial do ejaculado (GADEA, 2005). Assim sendo, alguns métodos tém sido utilizados

para avaliar esta caracteristica.

2.2.2 Avaliacdo subjetiva

Tradicionalmente, a motilidade espermatica é realizada por um técnico que categoriza
0 escore de motilidade espermatica ao analisar o0 movimento através de um microscopio de
contraste de fase (BROEKHUIJSE et al., 2011). Este método visual é utilizado como uma
ferramenta para determinar a qualidade de um ejaculado (TEJERINA et al., 2008). Apesar de
ser rapida e barata, esta técnica abre espago para avaliacbes subjetivas e pessoais (também
dependente do treinamento recebido pelos funcionarios), o que explica a grande discrepancia
entre examinadores documentada em literatura (AMANN et al., 1989; YEUNG et al., 1997).
Essa variagéo individual torna dificil estimar o efeito da motilidade espermatica na fertilidade
do rebanho (BROEKHUIJSE et al., 2011).

2.2.3 Avaliagdo espermatica computadorizada
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Quando avaliagdes subjetivas sdo realizadas em sémen de humanos e animais
variacOes de 30 a 60% foram relatadas em relacdo a estimativa dos parametros de motilidades
dos mesmos ejaculados (VERSTEGEN et al., 2002). Uma das possibilidades para que a
acuracia e a padronizagdo das andlises de motilidade espermatica sejam realizadas é através
da utilizacdo do sistema CASA (AMANN; KATZ, 2004). O uso deste sistema foi
primeiramente proposto por Dott e Foster ha 20 anos e atualmente é o sistema mais utilizado
para a avaliacdo de motilidade espermatica (VERSTEGEN et al., 2002). As imagens obtidas
permitem a analise de varios parametros, incluindo concentracdo, motilidade e alguns
parametros de morfologia, principalmente relacionadas a defeitos de cabeca (VERSTEGEN et
al., 2002).

Este sistema grava, através de uma camera de video, o caminho percorrido pelo
espermatozoide em um dado periodo de tempo. O sinal captado é digitalizado e a informacéo
processada pelo computador que reconstroi, em dado nimero de imagens, a trajetoria de cada
um dos espermatozoides. O sistema localiza um ponto individual (geralmente a cabeca) e
também confere a presenca de cauda e a velocidade que os espermatozoides atingem. Entdo, a
partir de sucessivas imagens o sistema acompanha o deslocamento destes pontos e a trajetoria
dessas células é captada e computada (AMANN; WABERSKI, 2014). Através destas
caracteristicas, o sistema se torna apto a identificar diferentes padrbes de movimento,
considerados parametros cinéticos, como velocidade espermatica e deslocamento lateral da
cabeca do espermatozoide, por exemplo. Finalmente as propriedades desses movimentos sdo
analisadas por meio de algoritmos de processamento de imagem (VERSTEGEN et al., 2002).

A principal vantagem do sistema CASA ¢ a possibilidade de realizar analises objetivas
das amostras (TEJERINA et al., 2008) e a utilizacdo de parametros idénticos para a avaliagcdo
de uma série de amostras. Além disso, o sistema permite determinar o exato valor de células
espermaticas consideradas moveis e imoveis (BROEKHUIJSE et al., 2011). Em
contrapartida, 0 uso deste sistema exige um alto investimento inicial e a necessidade de
padronizacdo e validacGes do sistema, que devem ser implementadas antes de qualquer
analise ser iniciada (VERSTEGEN et al., 2002, LENZI A., 1997, TEJERINA et al., 2008).
Adicionalmente, a avaliacdo com o uso do sistema CASA ¢é suscetivel as influéncias externas
como consisténcia na analise pelo operador e manipulacdo do sémen (VERSTEGEN et al.,
2002).

O movimento de espermatozoides normais caracteriza-se por um movimento retilineo,
progressivo e em plano Unico e com movimentos rapidos de cauda. No sistema CASA

qualquer mudanca sutil nas caracteristicas da motilidade podem ser detectadas (VYT et al.,
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2004) e categorizadas como é possivel observar na Tabela 1. Portanto, além de motilidade
total, motilidade progressiva, rapida, lenta, circular e local, os pardmetros da cinética celular
também podem ser analisados (VERSTEGEN et al., 2002).

Tabela 1. Parametros de cinética celular medidas pelo sistema CASA

Pardametro  Medida Descricéo

DCL um Distancia percorrida do trajeto real

DSL um Distancia percorrida do trajeto em linha reta

DAP um Distancia percorrida do trajeto médio

VCL um/s Velocidade percorrida do trajeto real

VSL um/s Velocidade percorrida do trajeto em linha reta

VAP um/s Velocidade percorrida do trajeto médio

ALH um Amplitude de deslocamento lateral da cabeca

AOC ° Desvio médio de orientagdo da cabega no trajeto curvilineo
BCF Hz Frequéncia com que o trajeto curvilineo cruza o trajeto médio
LIN % Linearidade: relacédo entre VSL/VCL

STR % Retilinearidade: relacdo entre VSL/VAP

WOB % Wobble: relacdo entre VAP/VCL, oscilacdo do trajeto

curvilineo em relacéo ao trajeto médio

Apesar destes parametros de motilidade serem bem definidos, ¢ dificil determinar a
influéncia que cada um deles exerce no processo de fecundagdo (DIDION, 2008). Segundo
Broekhuijse et al. (2012) as caracteristicas seminais avaliadas pelo sistema CASA explicam
somente 5,9% do nimero de nascidos totais e 5,2% da variacdo na taxa de parto. Assim
sendo, é importante salientar que um Unico teste dificilmente serad suficiente para predizer o
potencial reprodutivo de um reprodutor, ja que as avaliacdes sdo realizadas apenas com uma
amostra representativa de todo ejaculado (FOXCROFT et al., 2010).
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Figura 1 - Pardmetros de avaliacdo de motilidade espermatica

Average path = trajeto médio, Curvilinear path = trajeto curvilineo, Straight line path = trajeto
retilineo.

Fonte: WHO [2010]

2.3 Fatores que influenciam a avaliacao espermatica computadorizada
2.3.1 Concentracdo espermatica

O sémen in natura deve ser diluido antes da analise em funcdo de que a alta
concentracdo do ejaculado € prejudicial para a analise individual de cada célula
(VERSTEGEN et al., 2002). Adicionalmente, em altas concentra¢fes, uma grande parte dos
espermatozoides de maior velocidade é excluida da analise devido a colisGes ou aos efeitos
das células vizinhas (IGUER-OUADA et al., 2001). Para a realizacdo da diluicdo, os produtos
utilizados ndo podem conter particulas de tamanho similar a cabeca dos espermatozoides, pois
eles ndo serdo diferenciados de espermatozoides imoveis. A contagem de um nimero maior
de espermatozoides de uma amostra geralmente € em grande parte dependente da
concentracdo (VERSTEGEN et al., 2002).

2.3.2 Temperatura

Apos a ejaculagdo, os espermatozoides de machos suinos sdo sensiveis a redugoes
bruscas de temperatura. Alguns dados demonstram que a fluidez de membrana da cabeca e da
cauda de espermatozoides ¢ alterada em temperaturas de 31°C e 23°C (CANVIN et al., 1989).
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Por influenciar a motilidade espermatica, muitos estudos realizados em diferentes
espécies tem tentado determinar a melhor temperatura para a realizacdo das analises de doses
inseminantes. Esta temperatura fica em torno de 38°C e € geralmente a escolhida para estudos
em animais (VERSTEGEN et al., 2002).

2.3.3 Tempo de incubagéo

O periodo de incubacdo antes de o sémen ser analisado varia consideravelmente entre
estudos: um minuto (IGUER-OUADA; VERSTEGEN, 2001) em sémen de cées, 10 minutos
(HOLT et al., 1997) a 30 minutos no sémen suino (VYT et al., 2004) e 20 minutos em
humanos (LARSEN et al., 2000). Vyt et al (2004) relataram uma diferenca no tempo de
espera antes das analises iniciarem a 37°C de 10 a 30 minutos em estudos de analise de doses
de sémen suino. Visto que a analise da amostra seminal é preferivel quando as células ja estéo
completamente ambientadas, a influéncia das condi¢cdes de incubacdo e a influéncia da
condutividade térmica devem ser levadas em conta (VYT et al., 2008).

Segundo Verstegen et al (2002) quando a motilidade é observada a 37°C depois de um
periodo de conservacgdo a 17°C, movimentos circulares vigorosos sao incialmente observados.
Entretanto, estes evoluem para um movimento mais suave e linear depois de 5 a 10 minutos
de incubacdo. Estas observacdes indicam que submeter os espermatozoides a um periodo de
incubacdo a 37°C depois de um periodo de armazenamento a 17°C influencia nos parametros
de motilidade espermaética (VYT et al., 2008).

Levando-se em conta que a analise de uma amostra de dose é preferivel quando as
células estdo totalmente aclimatizadas, deve-se considerar além do tempo de incubacdo, a
influéncia das condic¢des de incubacdo e a influéncia da condutividade térmica e o diametro
do recipiente utilizado, j& que estes fatores influenciam a temperatura da aliquota de sémen e,
por conseguinte, espera-se que as caracteristicas de movimento também sejam alteradas (VYT
et al., 2008).

2.4 Diluicdo do sémen para a producéo de doses inseminantes

Espermatozoides in natura sdo diluidos juntamente com o plasma seminal provindo
das glandulas acessorias durante a ejaculagdo e sua motilidade ¢ mantida por algumas horas.
Para aumentar a vida atil dos espermatozoides in vitro, é necessario que a atividade
metabolica seja diminuida, tanto por substancias inibidoras quanto por temperatura inferior a
fisiologica (JOHNSON et al., 2000).
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Devido a suas particularidades, os espermatozoides de suinos sdo extremamente
sensiveis ao choque térmico (PURSEL et al., 1973), influenciando a viabilidade espermética.
Especificamente, esta sensibilidade parece ser relacionada ao contetdo lipidico da membrana
celular espermatica. Entdo quando a temperatura decresce, 0s movimentos laterais da
membrana fosfolipidica sdo reduzidos e isso ocasiona a separacdo das fases lipidicas,
resultando em alteracBes irreversiveis nas proteinas de membrana. Ao fim, a funcdo da
membrana espermatica € alterada, comprometendo a viabilidade celular (WHITE, 1993). Esta
reacdo ao choque térmico significa, na pratica, que as doses devem ser mantidas entre 15 e
18°C, ja que uma temperatura inferior limita sua viabilidade (PAULANEZ et al., 2000). A
necessidade de preservar 0 sémen a uma temperatura moderadamente baixa restringe a
capacidade de armazenamento ja que o metabolismo celular ndo pode ser reduzido de maneira
eficiente e porque as condi¢bes microbioldgicas podem ndo ser controladas efetivamente se
comparado a temperaturas inferiores (5°C) (GADEA, 2003).

O diluente é definido como uma solugdo aquosa que permite um aumento no volume
do ejaculado até o volume necessario para a producdo das doses inseminantes, da mesma
forma que preserva a funcéo espermatica e mantém a fertilidade satisfatéria (GADEA, 2003).
O seu uso, portanto, tem como principal objetivo prolongar a sobrevivéncia espermatica,
promover energia as células, agir como um tampao impedindo altera¢des bruscas no pH e ndo
permitir que bactérias se proliferem (VYT et al., 2004). Desta forma, os diluentes para o uso
em suinos contém ions para manter a pressdo osmotica, glicose como fonte de energia,
tampdes para estabilizar o pH, EDTA, devido a sua capacidade quelante que blogueia a agédo
do célcio como um mediador da capacitacdo espermatica e reacdo de acrossoma (GADEA,
2003), além de antibidticos (JOHNSON et al., 2000).

Dependendo da composicdo do diluente, o sémen pode ser armazenado por 2 a 3 dias
em diluentes de curta duracéo e até 5 dias ou mais em diluentes de longa duracdo (JOHNSON
et al., 2000). Os diluentes de longa duracdo diferem dos de curta duracao principalmente pelo
uso de complexos sistemas tampdo e na maioria dos casos em adi¢cdo ao tampdo bicarbonato
(JOHNSON et al., 2000). Dentre as vantagens de diluentes de longa duragdo pode-se ressaltar
a possibilidade de transporte a longas distancias, conducdo de testes diagnosticos antes da
aplicacdo das doses e eficiéncia organizacional em CPS (GADEA, 2003).

Atualmente um dos diluentes mais utilizados na suinocultura é o Beltsville Thawing
Solution (BTS). Desenvolvido por Pursel e Johnson (1975) para o descongelamento de

sémen, foi posteriormente adaptado para o armazenamento de doses resfriadas. Esse diluente
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contém uma baixa concentracdo de potéssio, responsdvel por manter a concentracdo

intracelular deste ion a niveis fisioldgicos durante o armazenamento.

2.5 Efeito do armazenamento na motilidade espermatica

Mudancas estruturais e funcionais que ocorrem no armazenamento de doses resfriadas
se assemelham as mudancas ocorridas no sémen in natura e podem ser determinadas pelas
condicdes e tempo no qual este sémen esta sendo armazenado. O envelhecimento dos
espermatozoides ocorre durante 0 armazenamento in vitro e depois da inseminagédo in vivo
quando uma populacdo de espermatozoides viaveis aguarda ser liberada em direcdo ao local
da fecundacdo. Isso significa que o sucesso da fertilizacdo depende de dois periodos
referentes ao envelhecimento do espermatozoide: o periodo de armazenamento in vitro de até
cinco dias e o periodo in vivo, que aumenta quando o intervalo entre a inseminacdo e a
ovulagdo é superior a 12-24h (WABERSKI et al., 1994).

Em um ponto de vista pratico, uma queda no potencial fertilizante durante o periodo
de armazenamento ndo pode ser evitado, mesmo quando o termo “diluente de longa duragdo”
é utilizado. Alto numero de espermatozoides, presenca de plasma seminal e baixa taxa de
diluicdo sdo fatores que parecem afetar a fertilidade ao longo do armazenamento (WEITZE,
1990). Experimentos in vitro demonstraram diferencas na viabilidade celular em diluentes de
curta e longa duracdo durante 9 dias de armazenamento (DE AMBROGI et al., 2006). A
motilidade, no entanto, permaneceu inalterada nas primeiras 72 horas, at¢ mesmo no BTS.
Diferencas entre os dois tipos de diluentes puderam ser vistas a partir do quarto dia de
armazenamento em estudo realizado por Kuster e Althouse (1999). A reducdo da motilidade
gue ocorre durante o armazenamento por muito tempo tem sido o parametro mais utilizado
para estabelecer a queda no potencial fertilizante. A perda de ATP e cAMP, assim como a
absorcdo de célcio reduzida, sdo fatores que estdo relacionados com a queda de motilidade.
Um importante indicador referente ao armazenamento é a mudanca na permeabilidade de
membrana e perda de substancias intracelulares (JOHNSON et al., 2000).

Desta forma, a motilidade dos espermatozoides € um indicador de metabolismo
inalterado e a estimativa do percentual de membranas viaveis é de fundamental importancia
no controle de qualidade diaria do sémen. Aferi¢bes regulares da motilidade ap6s a diluicéo e
durante o periodo de armazenamento fornecem informacgdes relativas a capacidade de
conservacdo do sémen. Portanto, as doses armazenadas devem ser examinadas diariamente,
com valores de motilidade acima de 60% para serem consideradas satisfatorias (JOHNSON et
al., 2000).
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3. ARTIGO: INFLUENCIA DO TEMPO DE INCUBACAO A 37°C DE DOSES DE
SEMEN RESFRIADAS E DILUIDAS EM DOIS DIFERENTES DILUENTES NA
ANALISE DE MOTILIDADE ESPERMATICA NO SISTEMA CASA

3.1 Introducgéo

Com a expansdo da utilizacdo da inseminacéo artificial (IA) em suinos, o controle de
qualidade na producdo de doses inseminantes vem se tornando cada vez mais importante
(DEJARNETTE, 2012). Atualmente, mais de 90% da IA na producdo de suinos ao redor do
mundo é realizada com o uso de diluentes que garantem um periodo viavel das doses por até 5
dias de armazenamento a uma temperatura de 15 a 18°C (JOHNSON et al., 2000). Para que as
doses utilizadas sejam de qualidade, a avaliacdo da motilidade é essencial no exame do
ejaculado e apds o processamento das doses, podendo auxiliar no estabelecimento de
correlagOes entre qualidade espermatica e fertilidade (BROEKHUIJSE et al., 2011).

O sistema CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis) permite uma avaliacdo objetiva
de diferentes caracteristicas espermaticas como motilidade, velocidade, morfologia e
concentracdo (VERSTEGEN et al., 2002). Juntamente com dados referentes a fertilidade a
campo, o sistema tem impulsionado estudos que visam uma estimativa mais segura do
potencial reprodutivo do macho suino (BROEKHUIJSE et al., 2011). Entretanto, atualmente
poucas informacdes estdo disponiveis em relacdo as diferentes varidveis que podem afetar o
processamento e avaliacdo do sémen e suas consequéncias na qualidade das doses. Dentre
estes fatores é possivel citar o tempo de incubacdo a 37°C (tempo necessario para que 0S
espermatozoides recuperem a motilidade) prévio as analises realizadas no sistema CASA.

O presente estudo, portanto, visa avaliar a influéncia do tempo de incubac¢édo a 37°C na
motilidade espermatica de doses de sémen de suinos 24 e 72 horas apds sua producao,
comparando diluentes de curta e longa duragdo. Desta forma, uma técnica padrdo podera ser
estabelecida para o sistema CASA, garantindo que estudos comparativos entre diferentes

laboratdrios possam ser realizados.

3.2 Materiais e Métodos

O presente estudo foi realizado na Granja Experimental e no Laboratério de
Reprodugdo do Setor de Suinos localizado na Faculdade de Veterinaria da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, entre os meses de outubro e novembro de 2015. O sémen foi

obtido a partir de quatro ejaculados de cinco machos adultos e sexualmente maduros (n=20).
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A coleta de sémen foi realizada por um Unico coletador através da técnica da mao
enluvada em um recipiente térmico previamente aquecido a 37°C, com filtro descartavel para
remocao da fracdo gelatinosa. No Laboratdrio os ejaculados foram imediatamente avaliados
por um unico técnico em relagdo as caracteristicas macro (cor, odor e aspecto) e
microscopicas. As andlises de motilidade e concentracdo foram feitas através do sistema
CASA (AndroVision®, Minitib GmbH, Tiefenbach, Alemanha) em camaras de contagem de
20 pm de profundidade (Leja®, Nieuw-Vennep, Holanda). Apenas ejaculados com minimo de
70% de motilidade e até 20% de células com defeitos espermaticos foram aprovados para a
producdo de doses.

Todos os ejaculados foram divididos em split sample para produgdo de doses
inseminantes em diluente de curta (BTS, Minitib GmbH, Tiefenbach, Alemanha) e longa
duracdo (Androstar Plus®, Minittb GmbH, Tiefenbach, Alemanha) e posteriormente
envasadas em bisnagas plasticas em um volume de 80 mL, contendo aproximadamente 3
bilhdes de espermatozoides. Antes de serem armazenadas na conservadora, as doses
permaneceram durante 90 minutos na temperatura ambiente da sala de processamento, a qual
era mantida entre 20 e 22°C, para estabilizacéo.

Em todos os tratamentos, as doses de sémen foram mantidas sob resfriamento (17,3
0,5°C) por um periodo total de 72 horas. Durante esse periodo, as doses foram submetidas a
agitacdo leve, uma vez ao dia, para a ressuspensdo das células espermaticas. A analise de
motilidade foi realizada 24 e 72 horas ap6s a producdo da dose. Para cada momento, uma
dose de cada diluente era utilizada e apds seu uso, descartada. Dessa forma, cada bisnaga foi
aberta somente no momento anterior a sua avaliacéao.

Para as analises de motilidade das doses, de acordo com o tempo de incubagdo, uma
aliquota de 1 mL da dose foi incubada em microtubos de 2 mL a 37°C, por 10, 20 e 30
minutos. A camara foi preenchida por capilaridade com 3 pl de sémen diluido. As amostras
foram avaliadas ao microscopio optico com aumento de 200x e contraste de fase negativo,
imediatamente apos 0 preenchimento. Todos 0s materiais que entraram em contato com as
células espermaticas também estavam previamente aquecidos a 37°C.

O sistema CASA foi utilizado para a avaliacdo das caracteristicas de motilidade
espermatica (total, progressiva, rapida, lenta, circular, local) e demais pardmetros de cinética
espermaticas: ALH - amplitude de deslocamento lateral da cabeca em relacdo ao tracado
médio; BCF - frequéncia com que o tracado real cruza o tracado médio; DAP - distancia
percorrida do tragado médio; DCL - distancia percorrida real; DSL - distancia percorrida em

linha reta; VAP - velocidade do trajeto médio; VCL - velocidade em linha curvilinea; VSL -
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velocidade em linha reta; linearidade (VSL/VCL); STR (Retilinearidade) - VSL/VAP; WOB
(Wobble) - VAP/VVCL. Foram considerados imoveis, 0s espermatozoides com ALH inferior a
1 um e VCL inferior a 24 um/s. Para motilidade local, foi considerado o valor de VCL
inferior a 48 um/s e 0 VSL inferior a 10 um/s. Os espermatozoides com raio superior a 10° e
inferior a 30°, foram considerados com motilidade circular. Quando o raio foi superior a 0,7°,
considerou-se 0 movimento de Rotacdo. Para um movimento ser classificado como
motilidade lenta, o VCL foi inferior a 80 um/s, enquanto valores iguais ou maiores que 80

um/s se encaixaram na categoria de motilidade rapida.

3.3 Analise estatistica

Os dados obtidos das doses de sémen foram analisados pelo procedimento MIXED do
SAS (SAS, versdo 9.4). As variaveis foram analisadas como medidas repetidas, em modelo
com efeitos fixos do tempo de incubacgdo (10, 20 e 30 minutos), do diluente (curta e longa
duracdo), da idade das doses (24 e 72 horas) e de suas interagdes, além do efeito aleatdrio dos
machos doadores do sémen e da semana de avaliacdo. As médias foram comparadas pelo teste
de Tukey-Kramer (P<0,05).

3.4 Resultados e Discussao

O sistema CASA tem sido desenvolvido hé décadas tendo como o principal objetivo
obter informagbes apuradas e precisas em relacdo a cinética dos espermatozoides
individualmente (AMANN; KATZ, 2004). Embora a tecnologia do sistema seja bem
desenvolvida, grandes variagdes em relacdo aos dados obtidos tém sido observadas. Estes
dados demonstram a importancia da padronizacgdo dos procedimentos realizados (EHLERS et
al., 2011). O foco do presente trabalho se concentra na motilidade espermaética de amostras
seminais, jA que esta caracteristica € um indicativo de integridade de membranas,
metabolismo ativo e é de grande importancia para a capacidade de fertilizacdo (JOHNSON et
al., 2000).

A Tabela 1 mostra o efeito de todos os fatores analisados (diluente, tempo de
incubacéo e idade das doses) e suas interagdes nos parametros analisados. No presente estudo,
o0 diluente de longa duracdo teve um desempenho superior ao de curta duracdo para as
caracteristicas de motilidade espermatica, com excecdo da variavel rotacdo e STR que néo
foram influenciadas pelo diluente. Da mesma forma, em estudos prévios, ejaculados diluidos
em sémen de curta duracdo (BTS) apresentaram motilidade inferior aos espermatozoides
diluidos em diluentes de longa duragdo (HUO et al., 2002; KOMMISRUD et al., 2002; DUBE
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et al., 2004). O melhor desempenho do diluente de longa a¢do na manutencdo prolongada da
qualidade espermaética pode ser explicado pelo fato de que a funcéo do diluente é permitir que
0 espermatozoide se mantenha viavel durante um periodo superior (JOHNSON et al., 2000),
devido aos componentes adicionais, que asseguram melhor controle de pH e protecdo de
membranas (DE AMBROGI et al., 2006).

Em nosso estudo a motilidade foi dependente do tempo transcorrido apds a producéo
das doses. De uma maneira geral as amostras avaliadas nas 24h apresentaram resultados
superiores aquelas avaliadas em 72h apds a diluicdo final. Ou seja, até a hora 24 as
motilidades se mantiveram elevadas para ambos os diluentes. Similarmente, doses com 72h
apresentaram um decréscimo nos parametros de deslocamento e velocidade espermatica em
ambos os diluentes. Estes resultados eram esperados, ja& que o efeito do periodo de
armazenamento das doses reflete em envelhecimento celular. Em um ponto de vista pratico,
uma gueda no potencial fertilizante durante o periodo de armazenagem nédo pode ser evitado,
mesmo quando um diluente de longa duracdo € utilizado, pois alteragdes funcionais e
estruturais ocorrem nos espermatozoides mesmo com a acdo do diluente. Estas alteracdes
reduzem a capacidade de fecundacdo dos espermatozoides e afetam a qualidade da dose
espermética (WABERSKI, 1994).

O periodo de incubacdo antes de 0 sémen ser analisado varia consideravelmente entre
estudos: de 10 minutos (HOLT et al., 1997) a 30 minutos (VYT et al., 2004). Visto que a
analise da amostra seminal é preferivel quando as células ja estdo completamente
ambientadas, a influéncia das condi¢des de incubacdo e a influéncia da condutividade térmica
devem ser levadas em conta (VYT et al.,, 2008). Em nosso estudo, ndo houve diferenca
estatistica em relacdo a motilidade total e motilidade progressiva, no que se diz respeito ao
tempo de incubacdo das amostras (Tabela 1). Entretanto, quando estratificamos a motilidade
progressiva em motilidade rapida, motilidade lenta e motilidade circular foram observados 0s
efeitos do tempo de incubacdo, como pode ser visto na Tabela 1. As variaveis VCL, VAP,
DCL, DAP e motilidade répida apresentaram resultados superiores no tempo de incubacédo 10
minutos, se comparados aos tempos 20 e 30 minutos, como pode ser verificado na Figura 1
(Graficos A, B e E).

Estudos recentes buscam identificar parametros espermaticos avaliados pelo sistema
CASA e relacionar com a fertilidade de reprodutores in vivo. O estudo de Broekhuijse et al.
(2012) revelou um efeito positivo significativo na taxa de parto em relacdo a variavel
motilidade progressiva, o qual ndo apresentou diferenga em nosso estudo, e um efeito

negativo do VCL, o qual representa a velocidade percorrida do trajeto real. Por outro lado, o
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namero de leitdes nascidos totais foi afetado positivamente pelo percentual da motilidade total
e VSL, os quais ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos no presente experimento.
Por outro lado, em estudo realizado por Holt et al. (1997) foi possivel constatar que amostras
com elevado VSL foram associadas com leitegadas maiores. Além destes parametros o
ndmero de nascidos totais foi influenciado positivamente pelo VAP, definido como
velocidade percorrida do trajeto médio (BROEKUIJSE et al., 2012).

As variaveis BCF, WOB, motilidade lenta e motilidade circular apresentaram valores
inferiores no momento 10 minutos, Figura 1 (C e D). A variavel BCF, que estima a frequéncia
com que o trajeto curvilineo cruza o trajeto médio, € util para a identificagdo de mudancas no
padrdo de batimento da cauda dos espermatozoides (SELLES et al., 2003). Em estudo
realizado por Broekhuijse et al. (2012) foi possivel evidenciar uma relacdo negativa entre
BCF e taxa de parto. Este resultado indica que no momento da anélise é preferivel que o valor
de BCF esteja baixo, como um indicativo de que o espermatozoide ainda ndo esta realizando
movimentos de cauda de modo a poupar a energia até 0 momento da penetracdo na zona
pellcida (GIL et al., 2009).

Houve interacdo entre o tempo de incubacéo e a idade da dose em relacdo as variaveis
motilidade lenta, motilidade circular, LIN e STR, vide Figura 2 (A, B, C e D) e Tabela 1. A
motilidade lenta apresentou maiores valores na hora 72 de andlise, na qual o tempo de
incubagdo 20 minutos se sobressaiu sobre os demais. Na analise com doses de 24 horas, 0
maior valor foi encontrado aos 30 minutos de incubacdo. A motilidade circular teve melhor
desempenho na andlise as 24 horas. Adicionalmente os maiores valores foram encontrados no
tempo de incubacdo de 10 minutos. A variavel STR, definida como relacéo entre VSL/VAP e
LIN, relacdo entre VSL/VCL, foram superiores nas 24 horas e alcancaram seus valores
méaximos nos 30 minutos de incubacdo. Em relacdo a linearidade, Holt et al. (1997)
observaram que amostras com elevado LIN foram associadas com leitegadas maiores. E
importante salientar, entretanto, que apesar dos estudos citados acima terem encontrado
relacdo entre as variaveis disponibilizadas pelo sistema CASA, outros estudos ndo tém
encontrado associagdo entre parametros espermaéticos avaliados pelo sistema CASA e a
fertilidade de machos suinos (DIDION, 2008).

Para as variaveis motilidade progressiva, motilidade rapida, motilidade local,
motilidade lenta, DSL, DAP, VSL, raio, STR, LIN e WOB houve efeito da interacdo entre
diluente e idade das doses, conforme a Tabela 1 e Figuras 3 e 4. Para as variaveis motilidade
rapida e progressiva, o diluente de longa duragéo foi superior nas 24h e 72h, Figura 3 (A e B).

Entretanto, para as variaveis motilidade local e lenta o diluente de curta duragdo obteve
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maiores valores nas duas medicgdes, 24 e 72h, Figura 3 (C e D). Em relacdo aos parametros de
motilidade, o diluente de longa durac&o foi superior nas duas medi¢des para as variaveis DSL,
DAP, VSL, raio e WOB, Figura 4 (A, B, C, D e G, respectivamente). Para a variavel STR,
Figura 4 (E), o diluente de curta duracdo teve maiores valores nas 24h, entretanto nas 72h néo
foi constatada diferenca entre os diluentes e idade das doses. A varidvel LIN, Figura 4 (F),
apresentou diferenca estatistica apenas nas 72h, na qual o diluente de longa duracdo foi
superior. Observou-se, portanto, que o diluente de longa acdo ja apresenta superioridade na
preservacdo das caracteristicas cinéticas dos espermatozoides mesmo em um momento curto
de armazenamento.

Estudos tém sido realizados a fim de comparar a fertilidade dos machos com
parametros de motilidade e cinética espermatica, utilizando o sistema computadorizado. Além
disso, diversos estudos utilizam os parametros utilizados no presente estudo para avaliar o
comportamento das doses em diferentes diluentes ou o até mesmo o uso de aditivos nas doses
de sémen. Na rotina de CPS, a avaliacdo de doses ao longo do armazenamento é uma pratica
comum e recomendada para avaliar a viabilidade das doses que estdo sendo usadas a campo.
Todavia, poucos sdo os cuidados observados nesta monitoria de qualidade. E importante,
portanto, que estas avaliagfes sejam padronizadas com relagdo ao preparo da amostra, para
que os resultados sejam confidveis e comparaveis. O estudo realizado mostrou que o tempo
que as doses permanecem incubadas a 37°C para recuperar as caracteristicas de motilidade
espermatica influencia os resultados, tanto no diluente de curta ou longa duracdo e também

em doses em diferentes idades apds o processamento.

3.5 Conclusédo

E evidente que a diminuicio da motilidade espermatica ocorre com o maior tempo de
armazenamento das doses em virtude do envelhecimento celular. A superioridade do diluente
de longa duracdo pode ser constatada em ambos 0os momentos de avaliacdo, demonstrando
que seu efeito protetor é também superior em intervalos menores de armazenamento. Apesar
do tempo de incubacdo ndo afetar os principais parametros de motilidade medidos pelo
sistema CASA, motilidade total e motilidade progressiva, as demais variaveis foram afetadas
negativamente com o transcorrer do tempo de incubagdo. Portanto, ao compilar as
informagdes obtidas, é possivel concluir que o periodo ideal para incubagéo a 37°C é ao redor
de 10 minutos. Contudo, faz-se necessaria a realizagédo de trabalhos que estudem intervalos de
tempos intermediarios, que sejam aplicados a rotina dos laboratorios comerciais e também

para a execucao de trabalhos de pesquisa.
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Tabela 1 - Efeito (valor de P) do diluente, tempo de incubacdo, idade das doses, interacdo
entre tratamento e idade das doses e interacdo entre idade das doses e diluente em relagdo as
caracteristicas de motilidade de doses inseminantes.

Diluente Tempo de Idade das TIxID DxID DxTI DxTIxID

(D) incubacéo doses

(Th (ID)
Mot. Total, % <,0001 0,0879 <,0001 0,3802 0,1942 0,4637 0,8636
Mot. Progressiva, % <,0001 0,1416 <,0001 0,1870 <,0001 0,5091 0,8676
Mot. Répida, % <,0001 <,0001 <,0001 0,5230 <,0001 0,5274 0,8644
Mot. Lenta, % <,0001 <,0001 <,0001 0,0081 <,0001 0,8260 0,7801
Mot. Circular, % <,0001 0,0005 <,0001 0,0003 0,7531  0,6258 0,8060
Mot. Local, % <,0001 0,6814 0,0003 0,1254 0,0003 0,3920 0,8170
DCL, um <,0001 <,0001 <,0001 0,3183 0,0864 0,7031 0,7057
DSL, um <,0001 0,2626 <,0001 0,8210 0,0101 0,8231 0,7170
DAP, um <,0001 0,0006 <,0001 0,3500 0,0394  0,9327 0,7148
VCL, pm/s <,0001 <,0001 <,0001 0,2803 0,1697 0,5405 0,7945
VSL, pm/s <,0001 0,3455 <,0001 0,8301 0,0372 0,9869 0,7955
VAP, um/s <,0001 0,0005 <,0001 0,4887 0,1391  0,6497 0,7072
Raio, ° <,0001 0,1275 <,0001 0,6885 0,0370 0,9184 0,6399
Rotagdo, ° 0,1423 0,0973 0,0005 0,2857 0,1334  0,3604 0,4477
BCF, Hz <,0001 0,0228 <,0001 0,5999 0,3037 0,9633 0,8088
STR, % 0,6286 <,0001 <,0001 0,0153 0,0149 0,5838 0,9817
LIN, % 0,0460 <,0001 0,0009 0,0384 0,0109  0,6989 0,9766

WOB, % <,0001 <,0001 <,0001 0,1782 0,0274 0,9267 0,7639
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4. CONSIDERACOES FINAIS

E evidente que a diminuicio da motilidade espermatica ocorre com o maior tempo de
armazenamento das doses em virtude do envelhecimento celular. A superioridade do diluente
de longa duracdo (Androstar Plus®) pode ser constatada em ambos os momentos de avaliagéo,
demonstrando que seu efeito protetor € também superior em intervalos menores de
armazenamento. Apesar do tempo de incubacdo ndo afetar os principais parametros de
motilidade medidos pelo sistema CASA, motilidade total e motilidade progressiva, as demais
varidveis foram afetadas negativamente com o transcorrer do tempo de incubacdo. Portanto,
ao compilar as informac6es obtidas, é possivel concluir que o periodo ideal para incubacgédo a
37°C é ao redor de 10 minutos, pois apesar de ndo serem totalmente entendidos, alguns fatores
relacionados a cinética espermaética tiveram desempenho inferior com o transcorrer do tempo
prévio as analises.

E necessario levar em conta também que um tempo minimo antes da analise iniciar
deve ser respeitado ja que, quando a motilidade é observada apds um periodo de conservacgéo
a 17°C, movimentos circulares vigorosos sdo incialmente observados. Entretanto, estes
evoluem para um movimento mais suave e linear depois de 5 a 10 minutos de incubacéo,
sendo considerados mais reais (VERSTEGEN et al., 2002). Além disso, a definicdo de um
tempo de incubacdo ideal para as amostras visa padronizar os procedimentos de avaliacdo da
motilidade das doses de sémen armazenadas. Finalmente, mais estudos devem ser realizados
para o completo entendimento dos fatores que levam a uma diminuicdo dos parametros de

motilidade ao longo do tempo de incubacéo.
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6. ANEXO

BTS ANDROSTAR Effect

24h 72h 24h 72h

10 20 30 10 20 30 10 20 30 10 20 30

MotTot | 88,22+1,65 | 89,72+1,65 | 86,93+1,65 | 82,40+1,65 | 81,30+1,65 | 77,78+1,65 | 93,28+1,65 | 93,92+1,65 | 92,99+1,65 | 88,42+1,65 | 87,47+1,65 | 86,80+1,65 | D, ID

MotProg | 81,32+1,96 | 83,47+1,96 | 80,18+1,96 | 74,03+2,45 | 71,30+2,45 | 67,73+2,45 | 87,35+1,96 | 89,02+1,96 | 87,95+1,96 | 83,35+2,45 | 82,31+2,45 | 81,13+2,45 | D, ID, IDxD

MotRap | 65,44+2,8 | 61,53+2,8 | 53,54+2,8 46,67+2,8 | 38,70+2,8 | 36,57+2,8 73,04+2,8 | 68,88+2,8 64,35+2,8 65,70+2,8 | 61,18+2,8 | 59,29+2,8 D, ID, TI, IDxD

MotLent | 14,21+1,56 | 20,90+1,56 | 26,15+1,56 | 26,80+1,56 | 31,93+1,56 | 30,79+1,56 | 11,75+1,56 | 18,43+1,56 | 22,21+1,56 | 16,51+1,56 | 19,80+1,56 | 20,50+1,56 | D, ID, Tl, IDXD IDXTI

MotCir 1,68+0,25 1,03+0,25 | 0,49+0,25 0,55+0,25 0,66+0,25 | 0,37+0,25 2,56+0,25 1,70+0,25 1,39+0,25 1,13+0,25 | 1,33+0,25 1,35+0,25 D, ID, TI, IDXTI

MotLoc | 6,89+0,72 6,26+0,72 6,75+0,72 8,37+0,82 10,0+0,82 10,04+0,82 5,93+0,72 4,9+0,72 5,04+0,72 5,07+0,82 | 5,15+0,82 5,67+0,82 D, ID, IDxD

DCL 44,15+1,72 | 40,7+1,72 36,16+1,72 | 36,26+1,72 | 34,43x1,72 | 31,3+1,72 51,38+1,72 | 45,07+1,72 | 43,15%1,72 | 4591+1,72 | 43,41+1,72 | 39,64+1,72 | D, ID, Tl

DSL 13,95+0,62 | 14,63+0,62 | 13,82+0,62 | 10,88+0,79 | 11,32+0,79 | 10,65+0,79 | 15,69+0,62 | 16,04+0,62 | 16,27+0,62 | 14,25+0,79 | 15,33+0,79 | 14,34+0,79 | D, ID, IDxD

DAP 20,17+0,89 | 18,85+0,89 | 17,17+0,89 | 15,26+0,89 | 15,07+0,89 | 13,89+0,89 | 23,25+0,89 | 21,19+0,89 | 20,84+0,89 | 20,26+0,89 | 20,25+0,89 | 18,54+0,89 | D, ID, Tl, IDxD
VCL 108,5+4,61 | 98,36+4,61 | 87,9+4,61 86,63+4,61 | 81,83+4,61 | 74,5+4,61 131,9+4,61 | 113,9+4,61 | 107,8+4,61 | 115,4+4,61 | 107,3+4,61 | 97,08+4,61 | D, ID, Tl

VSL 35,09+1,64 | 3593+1,64 | 34,03+1,64 | 26,31+1,98 | 27,24+1,98 | 2559+1,98 | 41,82+1,64 | 41,39+1,64 | 41,34+1,64 | 36,53+1,98 | 38,31+1,98 | 35,52+1,98 | D, ID, DxID

VAP 47,67+£2,11 | 4579+2,11 | 41,95+2,11 | 36,64+2,5 36,04+2,5 33,25+2,5 60,1+2,11 | 53,82+2,11 | 52,31+2,11 51,18+2,5 | 50,16+2,5 45,6+2,5 D, ID, Tl

Raio 4,29+0,18 | 4,34+0,18 | 4,01+0,18 3,30+0,23 3,36+0,23 | 3,12+0,23 5,06+0,18 | 4,82+0,18 | 4,80+0,18 4,37£0,23 | 4,55+0,23 4,2+0,23 D, ID, IDxD

Rot 0,54+0,07 | 0,36+0,07 0,33+0,07 0,27+0,07 0,27+0,07 0,24+0,07 0,43+0,07 0,40+0,07 | 0,39+0,07 0,35+0,07 | 0,36+0,07 0,33+0,07 ID

BCF 17,93+0,77 | 19,73+0,77 | 18,98+0,77 | 15,38+0,77 | 16,38+0,77 | 15,63+0,77 20,4+0,77 | 21,67+0,77 | 21,76+0,77 | 18,44+0,77 | 19,79+0,77 | 18,72+0,77 | D, ID, Tl

STR 69,28+0,93 | 74,69+0,93 | 76,79+0,93 | 66,62+1,46 | 69,77+1,46 | 70,28+1,46 | 66,63+0,93 | 73,57+0,93 | 75,53+0,93 | 67,09+1,46 | 71,3+1,46 71,69+1,46 | ID, TI, IDXD, DxTI
LIN 31,76+0,79 | 35,8+0,79 37,9+0,79 30,61+1,11 | 33,06+1,11 | 34,09+1,11 | 31,08+0,79 | 35,88+0,79 | 37,83+0,79 | 32,09+1,11 | 35,61+1,11 | 36,04+1,11 | D, ID, Tl, IDXD IDXTI

wOB 43,63+0,58 | 45,94+0,58 | 47,12+0,58 | 42,39+0,84 | 43,69+0,84 | 44,31+0,84 | 44,79+0,58 | 46,69+0,58 | 47,97+0,58 | 44,55+0,84 | 46,55+0,84 | 46,38+0,84 | D, ID,Tl, IDxD

ID= Idade da dose; Tl=Tempo de incubacdo; D= Diluente, IDxD= Interacdo entre Idade da dose e Diluente; IDXTI= Interacdo entre Idade da dose e Tempo
de incubagdo; DxID= Interag&o entre Diluente e Idade da dose




