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Padronizacéo do Sperm Class Analyzer® (SCA®) para avaliagéo de
espermatozoides equinos criopreservados

[Standardization of the Sperm Class Analyzer® (SCA®) for the evaluation of
cryopreserved equine sperm]

P.P.N. Snoeck, T.H.O. Pessoa, C.H.S.C. Barros, 1.B. Allaman

Universidade Estadual de Santa Cruz - Ilhéus, BA
RESUMO

Obijetivou-se, no primeiro experimento, avaliar o efeito da velocidade de captura de imagens de 25Hz, 30Hz
e 50Hz na cinética dos espermatozoides equinos criopreservados. Todas as velocidades mostraram-se
adequadas para capturar o movimento espermatico (P>0,05). No segundo experimento, objetivou-se avaliar
o efeito da deposigdo de sémen em lamina sob laminula, Leja®10 e 20, na cinética espermatica. O uso de
Iamina e laminula foi superior as lejas para manter a LIN e 0 WOB (P<0,05). No terceiro experimento,
objetivou-se avaliar o efeito das concentracbes de 25, 50 e 100x10° na cinética espermatica. As
concentracdes de 25 e 50 x106 foram superiores a 100x10° para preservar a LIN, a STR e a BCF e néo afetar
negativamente a motilidade (P<0,05). No quarto experimento, objetivou-se avaliar o efeito dos diluidores
BotuCrio®, BotuSémen®, TALP sperm e da solucdo fisioldgica na cinética espermatica. O BotuCrio® foi
superior a todos os diluidores em preservar a BCF e os hiperativos (P<0,05). Conclui-se que o emprego da
velocidade de captura entre 25 e 50Hz, a deposicdo do sémen entre 1amina e laminula e a rediluicdo em
diluidor de congelagdo para atingir 25 a 50x10° de espermatozoides/mL s&o ideais para o0 SCA® avaliar, de
forma fidedigna, o sémen equino criopreservado.

Palavras-chave: congelacéo, sémen, garanhdo, anélise computadorizada de espermatozoides (CASA)
ABSTRACT

The objective of the first experiment was to evaluate the effect of 25, 30 and 50Hz frame acquisition rate
on equine cryopreserved sperm. All frame acquisition rates tested were adequate to capture the sperm
movement (P>0.05). The aim of the second experiment was to evaluate the effect of chambers, slide-
coverslip, Leja®10 and 20 on sperm movement. The use of slide-coverslip was superior to maintain LIN
and WOB (P<0.05). The aim of the third experiment was to evaluate the effect of 25, 50 and 100x10°
sperm/mL concentration on sperm movement. Concentrations of 25 and 50x10°® sperm/mL were greater
than 100x10° to preserve LIN, STR and BCF and did not adversely affect motility (P<0.05). The aim of the
fourth experiment was to evaluate the effect of BotuCrio®, BotuSémen®, TALP sperm and physiological
solution on sperm movement. BotuCrio® was superior among other extenders in preserving BCF and
hyperactive (P<0.05). It is concluded that the use of the frame acquisition rate between 25 and 50 Hz; the
deposition of semen between slide and coverslip and new dilution in the freezing extender to 25-50x10° of
sperm/mL is ideal to reliably evaluate cryopreserved equine semen by SCA®,

Keywords: freezing, semen, stallion, computer-assisted sperm analysis (CASA)

INTRODUCAO Entretanto, é possivel que ocorra uma variagao

entre avaliacbes de 30 a 60%, dependendo do

Tradicionalmente a motilidade espermatica € técnico, sendo, portanto, possivel constatar a
avaliada pelo método convencional, utilizando-se subjetividade dessa avaliagdo, que é imprecisa e

microscépio éptico comum e técnico experiente.
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sujeita a grande variabilidade (Verstegen et al.,
2002).

Um alternativa para reduzir essa variabilidade é o
uso de sistemas computadorizados (CASA), como
o CellSoft®, HTM 2000® Hamilton-Thorn
Research, HTM-IVOS Sperm Analyzer®, HTM-
CEROS 12.1®, SCA-Sperm Class Analyzer®
(Farrel et al., 1999; Schéfer-Somi e Aurich, 2007;
Hoogewijs et al., 2012; Gaczarzewicz, 2015;
Giaretta et al., 2017), pois sdo capazes de
determinar uma série de varidveis do movimento
espermatico, como motilidade total e progressiva,
velocidade  curvilinear, velocidade linear
progressiva, velocidade média da trajetoria,
linearidade, retilinearidade, frequéncia do
batimento flagelar e amplitude do deslocamento
lateral da cabeca de muitas células,
simultaneamente e de forma individual, que ndo
podem ser determinados pelo olho humano
(Quintero-Moreno et al., 2003).

O CASA é uma ferramenta importante para
avaliacdo da cinética espermética. Ele fornece
informacgBes precisas, objetivas e com alta
repetibilidade, apresenta facilidade de manuseio e
de configuracdo do sistema, possibilidade de
guantificar um grande nimero de células com
padrdo de motilidade heterogéneo, em um curto
periodo de tempo, fornecendo informages
adicionais sobre as  caracteristicas  de
movimentacdo celular impossiveis de serem
analisadas pelo método convencional (Mack et
al., 1988; Farrel et al., 1996). Somado a isso, é
capaz de fornecer dados de concentracdo de
espermatozoides/mL, morfometria, morfologia,
viabilidade e fragmentacdo de DNA, detectando
mudangas sutis nos pardmetros sob varias
condicBes experimentais (Kraemer et al., 1998;
Verstegen et al., 2002).

As desvantagens do CASA, que podem tornar seu
uso limitado, s&o o elevado custo do equipamento,
a necessidade de validacéo do sistema para avaliar
amostras de sémen de diferentes espécies, a
necessidade de correlacdo dos pardmetros com
dados de fertilidade e a padronizacdo do sistema
com uso de procedimentos operacionais
adequados (Davis e Katz, 1993; Verstegen et al.,
2002) para tornar a avaliagdo precisa. Outro
aspecto a ser ressaltado é a possibilidade de
possiveis erros de interpretagdo, como a
dificuldade do  sistema de  distinguir
espermatozoides de debris ou particulas suspensas
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presentes em diluidores seminais, por exemplo, as
goticulas de gordura presentes na gema de ovo,
componente importante dos meios de refrigeracdo
e congelacdo, o que leva a superestimacdo da
concentracdo espermédtica e a reducdo do
percentual de espermatozoides moéveis (Mortimer,
1997). Além disso, alguns fatores podem
interferir nos parametros cinéticos obtidos pelo
sistema, como a temperatura da placa do
microscopio, que reflete na temperatura da
amostra; a velocidade de captura das imagens por
segundo; a concentracdo de espermatozoides na
amostra; o tipo de diluidor usado na dilui¢do para
ajuste da concentracdo de células/mL; e a cdmara
onde a amostra é depositada para avaliacdo; entre
outros (Rijsselaere et al., 2003; Castellini et al.,
2011; Gaczarzewicz, 2015).

Por isso, objetivou-se a padronizacdo do Sperm
Class Analyser® (SCA) para avaliagdo dos
pardmetros de  movimento  espermatico,
importantes para fertilidade, em amostras de
sémen equino criopreservadas, de forma a garantir
precisao, objetividade e resultados fidedignos.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (Ceua/Uesc) da
Universidade Estadual de Santa Cruz, llIhéus,
Bahia, Brasil, com o numero de protocolo 013/11.

Foram utilizadas amostras de sémen de garanhdes
da raca Mangalarga Machador, previamente
congeladas em diluidor BotuCrio® (Botupharma,
Botucatu, SP), utilizando-se curva de refrigeracéo
de 0,5°C/min, em temperatura ambiente até 5°C,
equilibrio de 30 minutos nessa temperatura e
congelagdo com uma curva de -10°C/min de 5°C
até  -140°C, em maquina TK4000® (TK
Tecnologia em Congelacéo Ltda., Uberaba, MG).
As palhetas de 0,5mL foram armazenadas por um
periodo minimo de quatro meses e maximo de 24
meses, em botijao criogénico.

Para as avaliagdes do movimento espermaético,
foram descongeladas duas palhetas de 0,5mL de
sémen de cada garanhdo em banho-maria, a 46°C,
por 20 segundos. O sémen descongelado foi
mantido por, no minimo, cinco minutos e, no
maximo, 15 minutos, em banho seco a 37°C, antes
da andlise computadorizada de sémen pelo SCA®
(Sperm Class Analyzer® ,v.5.2, Microptics S.L,
Barcelona, Espanha).
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Os padrdes utilizados para ajuste do equipamento
tiveram como base as recomendacbes do
programa Sperm Class Analyzer® para anélise de
sémen da espécie equina: tamanho de particula
capturada entre 4 e 75um/m?; espermatozoides
considerados imoveis <10um/s, lentos <45um/s,
médios de 45 a 90um/s e rapidos acima de
90um/s; progressivos com retilinearidade >70%;
circular com linearidade <50% e captura de 25
imagens por segundo. Em cada amostra, foram
avaliados, no minimo, trés campos escolhidos
aleatoriamente e 500 espermatozoides, e 0s
parametros mensurados foram: motilidade total
(MT-%); motilidade progressiva (MP-%);
linearidade (LIN); retilinearidade (STR); indice
de oscilacdo (WOB) e hiperativos expressos em
porcentagem (%); velocidade curvilinear (VCL);
velocidade linear progressiva (VSL) e velocidade
média do trajeto (VAP), expressas em
micrémetros por segundo (um/s); amplitude do
deslocamento lateral da cabeca (ALH), expressa
em micrémetros (um); e frequéncia do batimento
flagelar cruzado (BCF), expressa em Hertz (Hz).

No primeiro experimento, foram descongeladas
44 palhetas de sémen, duas de cada garanhéo, para
testar o efeito do nimero de imagens capturadas
de acordo com a velocidade de captura dessas
imagens/segundo no movimento dos
espermatozoides. As amostras foram rediluidas
em diluidor comercial BotuCrio®, para se obter
uma concentracdo final de 25 x 10°
espermatozoides/mL, e foi retirada uma aliquota
de 5uL em triplicata, com deposi¢cdo em lamina
sob laminula (22mm x 22mm), para testar a
captura de 25 imagens por segundo, com
velocidades de 25Hz; 30Hz e 50Hz.

No segundo experimento, foram descongeladas
28 palhetas, duas de cada garanhdo, para testar o
efeito da deposicdo do sémen em diferentes
camaras no movimento espermatico. O sémen foi
rediluido em BotuCrio®, para uma concentragio
final de 25 x 10° espermatozoides/mL, e
depositado em Iamina sob laminula, Leja® 10um
e 20pum. Para o preenchimento das cdmaras, foi
utilizado um volume seminal de 2uL, 5uL e 6uL
para a Leja® 10pum, lamina sob laminula e Leja®
20pum, respectivamente. O preenchimento das
camaras ocorreu de acordo com as recomendagdes
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do fabricante. Apds a preparacdo, cada camara foi
deixada em repouso por 30 segundos, a uma
temperatura de 37°C, para evitar movimento do
fluido internamente e comprometimento da
analise. O SCA® foi regulado para capturar 25
imagens/segundo, com velocidade de captura de
50Hz.

No terceiro experimento, foram descongeladas 44
palhetas, duas de cada garanhdo, para testar o
efeito da taxa de diluicho no movimento
espermatico. As amostras foram rediluidas em
BotuCrio® para garantir as seguintes diluicGes:
25x108, 50x108 e 100x106 de
espermatozoides/mL. O SCA® foi regulado para
capturar 25 imagens/segundo com velocidade de
captura de 50Hz, e foram depositados 5uL da
amostra em lamina sob laminula (22mm x 22mm).

No quarto experimento foram descongeladas 44
palhetas, duas de cada garanhdo, para testar o
efeito dos diluidores BotuCrio®, BotuSémen®,
TALP sperm e solucdo fisiologica para ajuste da
concentragdo espermatica final de 25x106
espermatozoides/mL no movimento espermatico.
O SCA® foi regulado para capturar 25
imagens/segundo, com velocidade de captura de
50Hz, e foram depositados 5uL da amostra em
lamina sob laminula (22mm x 22mm).

O delineamento experimental foi em blocos ao
acaso, considerando-se o garanhdo como bloco.
Foi utilizada uma andlise de variancia (ANOVA)
para testar as diferencas entre os tratamentos e,
quando essas foram detectadas, foi utilizado o
teste de Tukey. Todos os pressupostos foram
testados e, quando violados, foi utilizada a
transformacdo boxcox, por meio da funcéo
“boxcox” do pacote MASS, versdo 7.3-41. O teste
de Friedman foi utilizado quando a transformacé&o
ndo resolveu o problema nos pressupostos da
ANOVA. Todos os dados de movimento
espermatico gerados pelo sistema de analise
computadorizada de sémen em todos o0s
experimentos foram salvos na base de dados do
sistema, registrados em planilhas de Excel e
submetidos a analise estatistica, com auxilio do R
Core Team (2015). O nivel de significancia
adotado foi de 5%.
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RESULTADOS espermaticos MT, BCF e hiperativos, ndo houve

diferenca entre as camaras testadas (P>0,05). A

Nota-se que as trés velocidades de captura de 25 MP, VSL e VAP foram maiores nas amostras

imagens/segundo foram semelhantes e ndo depositadas entre Iamina e laminula e Leja® 10um

comprometeram  nenhum  movimento  dos do que na Leja® 20um (P<0,05). O uso de lamina

espermatozoides equinos criopreservados sob laminula resultou em melhor LIN e WOB

(P>0,05; Tab. 1). (P<0,05) quando comparado ao emprego das

camaras lejas e resultou em melhor STR (P<0,05)

A camara utilizada no SCA® influenciou os quando comparada a Leja® 10um (P<0,05).

pardmetros de MP, VCL, VSL, VAP, LIN, STR, Houve maior VCL e ALH nas amostras
WOB e ALH (P<0,05). Para os pardmetros depositadas em Leja® 10um (P<0,05; Tab. 2).

Tabela 1. Média e erro padrdo do movimento dos espermatozoides equinos criopreservados avaliados nas
diferentes velocidades de captura de imagem (25Hz, 30Hz e 50Hz) pelo SCA®

Pardmetros Velocidade de captura de 25 imagens Erro Padrdo
25Hz 30Hz 50Hz
MT (%) 45,0 44,2 42,2 3,06
MP (%) 21,4 21,8 19,4 2,13
VCL (um/s) 51,4 53,1 50,5 1,93
VSL (um/s) 27,6 28,3 27,4 1,41
VAP (um/s) 32,7 33,0 32,4 1,49
LIN (%) 53,3 52,4 54,0 1,97
STR (%) 83,4 83,2 83,7 1,03
WOB (%) 63,3 62,9 63,9 1,65
ALH (um) 2,4 2,4 2,3 0,04
BCF (Hz) 15,9 15,6 15,8 0,71
HIPERATIVO (%) 6,8 7,3 5,9 0,91

Né&o houve diferenca significativa pelo teste Tukey (P>0,05). Motilidade total (MT-%), motilidade progressiva (MP-
%), velocidade curvilinear (VCL- um/s), velocidade linear progressiva (VSL-um/s), velocidade média do trajeto (VAP-
pum/s), linearidade (LIN-%), retilinearidade (STR -%), indice de oscilagdo (WOB -%), amplitude do deslocamento
lateral de cabeca (ALH-um) e frequéncia do batimento flagelar cruzado (BCF-Hz).

Tabela 2. Média e erro padrdo do movimento dos espermatozoides equinos criopreservados avaliados pelo
SCA® em lamina sob laminula, Leja® 10um e 20um

Pardmetros Lamina/laminula Leja® 10um Leja® 20um Erro Padrdo
MT (%) 32,0 28,9 29,8 2,94
MP (%) 11,72 9,9 8,3° 1,55
VCL (um/s) 42,8° 46,72 39,2¢ 2,08
VSL (um/s) 19,82 19,82 16,2° 1,34
VAP (um/s) 24,78 25,72 20,8° 1,34
LIN (%) 45,42 41,4° 40,5° 1,68
STR (%) 78,42 74,9 76,2% 1,65
WOB (%) 57,72 54,5° 52,7° 1,17
ALH (um) 2,20 2,3 2,2% 0,07
BCF (Hz) 16,8 16,7 16,6 0,77
HIPERATIVO (%) 3,1 3,0 2,2 0,61

Médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste de Tukey ou Friedman (P<0,05). Motilidade total (MT-%),
motilidade progressiva (MP-%), velocidade curvilinear (VCL- pum/s), velocidade linear progressiva (VSL-pum/s),
velocidade média do trajeto (VAP-pm/s), linearidade (LIN-%), retilinearidade (STR -%), indice de oscilagdo (WOB -
%), amplitude do deslocamento lateral de cabeca (ALH-pum) e frequéncia do batimento flagelar cruzado (BCF-Hz).
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50x108/mL resultaram em menor percentual de
MT e MP e em maior LIN, STR e BCF do que a
de 100 x10%/mL (P<0,05; Tab. 3).

A concentracdo espermética influenciou os
resultados de MT, MP, LIN, STR e BCF (P<0,05).
As concentragbes espermaticas de 25 e

Tabela 3. Média e erro padrdo do movimento dos espermatozoides equinos criopreservados avaliados pelo
SCA® depois do ajuste da concentracdo espermatica para 25, 50 e 100x10%/mL

Pardmetros Concentracdo espermatica Erro Padrdo
25 x108/mL 50 x108/mL 100 x10%/mL
MT (%) 49,2° 52,1° 65,6° 3,17
MP (%) 17,7° 18,1° 22,42 2,28
VCL (um/s) 51,0 50,4 52,9 2,92
VSL (um/s) 19,5 18,9 18,8 1,42
VAP (um/s) 25,9 25,6 26,9 1,66
LIN (%) 36,72 35,62 33,9 0,95
STR (%) 72,7° 71,00 67,5° 1,33
WOB (%) 50,1 49,8 49,9 0,55
ALH (um) 2,3 2,2 2,2 0,08
BCF (Hz) 20,52 20,32 19,1° 0,71
HIPERATIVO (%) 4,5 4,7 5,0 0,8

Médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Motilidade total (MT-%), motilidade
progressiva (MP-%), velocidade curvilinear (VCL- um/s), velocidade linear progressiva (VSL-um/s), velocidade
média do trajeto (VAP-pm/s), linearidade (LIN-%), retilinearidade (STR -%), indice de oscilagdo (WOB -%),
amplitude do deslocamento lateral de cabega (ALH-um) e frequéncia do batimento flagelar cruzado (BCF-Hz).

Os diluidores utilizados para a rediluicdo e o
ajuste da concentragdo das amostras para analise
do movimento espermatico pelo SCA®
influenciaram todas as variaveis estudadas (Tab.
4; P<0,05). A rediluicdo em BotuCrio® resultou
em maiores parametros de MP e VCL quando
comparado ao BotuSémen® e a soluco fisioldgica
(P<0,05), maiores parametros de VSL, VAP e

LIN quando comparado a solugdo fisioldgica
(P<0,05). A rediluigdo em BotuCrio® resultou em
maior MT comparado ao BotuSémen® (P<0,05),
maior STR quando comparado ao TALP e a
solucdo fisioldgica (P<0,05), maior ALH quando
comparado ao TALP (P<0,05) e maior BCF e
hiperativos quando comparado aos demais
diluidores testados (P<0,05).

Tabela 4. Cinética dos espermatozoides equinos criopreservados, rediluidos em BotuCrio®, BotuSémen®,
TALP sperm e solucdo fisioldgica (SolFi) para avaliacdo pelo SCA®

Diluidor Erro Padrao

Parametros BotuCrio® BotuSémen® TALP SolFi

MT (%) 22,9° 18,7° 20,8% 19,9% 1,82
MP (%) 7,8 5,3 5,72 4,7° 0,95
VCL (um/s) 37,12 32,60 35,62 31,2¢ 1,83
VSL (um/s) 20,42 17,6% 19,5% 15,1 1,39
VAP (um/s) 24,53 21,45 25,48 19,1°¢ 15
LIN (%) 53,28 50,32 53,32 46,7° 1,65
STR (%) 81,52 78,58 75,8° 77,10 1,22
WOB (%) 64,7° 63,15 69,62 60,0°¢ 1,29
ALH (um) 2,48 2,12 2,0 2,2 0,12
BCF (Hz) 10,52 9,1° 7,9 8,3" 0,46
HIPERATIVO (%) 3,5° 2,2° 1,8° 2,2 0,46

Médias seguidas de letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Motilidade total (MT-%), motilidade
progressiva (MP-%), velocidade curvilinear (VCL- pum/s), velocidade linear progressiva (VSL-pum/s), velocidade
média do trajeto (VAP-pm/s), linearidade (LIN-%), retilinearidade (STR -%), indice de oscilagdo (WOB -%),
amplitude do deslocamento lateral de cabega (ALH-um) e frequéncia do batimento flagelar cruzado (BCF-Hz).
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DISCUSSAO

O numero de imagens capturadas por segundo e a
velocidade de captura destas é um fator
importante para a reconstrucao da trajetoria real
do espermatozoide durante sua movimentacdo
(Kraemer et al., 1998; Mortimer, 2000).
Entretanto, ainda ndo existe uma padronizacéo
com relagéo ao nimero de imagens e a velocidade
de captura destas por segundo, entre os 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).

As velocidades de captura das imagens testadas
foram suficientes para reconstruir a trajetoria dos
espermatozoides equinos criopreservados. A
velocidade minima de captura de 25Hz n&o
influenciou negativamente os pardmetros de
movimento espermatico, muito provavelmente
porque a BCF das amostras eram inferiores a
25Hz (Katz et al., 1985; Castellini et al., 2011).
No entanto, é importante ressaltar que, quando o
objetivo é avaliar parametros cinéticos de sémen
com elevada motilidade e velocidade, o ideal é
usar uma velocidade de captura acima de 50Hz
(Mortimer et al., 1988; Owen e Katz, 1993;
Rijsselaere et al., 2003). E, ainda, quanto maior a
VCL, aVSL, a VAP e a BCF, maior a necessidade
de captura de imagens/segundo com velocidade
igual ou acima de 60Hz (Morris et al., 1996;
Rijsselaere et al., 2003).

Outro ponto que interfere nos parametros de
movimento espermatico sdo os tipos de camaras
indicadas para deposicdo de sémen (Verstegen et
al., 2002; Hoogewijs et al., 2012; Gloria et al.,
2013; Del Gallego et al., 2017). Por isso, optou-se
por comparar as camaras lejas indicadas pelo
fabricante do SCA® com a lamina sob laminula
muito utilizada na rotina dos laboratérios de
andrologia para avaliagdo espermaética. Contri et
al. (2010), por exemplo, encontraram diferenga
significativa na VAP comparando Makler® e
lamina sob laminula. E, segundo Le Lannou et al.
(1992) e Kraemer et al. (1998), quando os
espermatozoides tém elevada ALH, o ideal ¢
utilizar cadmaras que apresentam profundidade
superior ou igual a 20um, ja& que cadmaras com
profundidade menor, como a lamina sob laminula,
restringem a amplitude do movimento
espermatico como observado nos resultados aqui
apresentados.

1168

E importante saber no momento da escolha da
camara qual o tipo de amostra que sera avaliada
(sémen fresco, refrigerado ou congelado), de qual
espécie e qual o tamanho da cauda do
espermatozoide, tendo em vista que camaras
muito profundas podem complicar a analise e a
identificacdo dos espermatozoides em um mesmo
plano, e cAmaras muito superficiais podem limitar
o movimento natural do flagelo (Del Gallego et
al., 2017). No entanto, foi possivel perceber que
ndo houve influéncia dos tipos testados para
avaliar a MT, a BCF e o percentual de hiperativos
nas amostras de espermatozoides equinos
criopreservados, embora  essas  camaras
apresentassem  caracteristicas  distintas  de
profundidade (10 a 20um), volume de
preenchimento (5, 2 e 6pL), método de
preenchimento (deposicdo ou capilaridade) e
design (cAmara aberta e fechada).

As lejas 10pum e 20pum sdo as mais indicadas pelo
fabricante do SCA®. No entanto, o uso de Leja®
20pm resultou em reducéo de MP, VCL, VSL e
VAP comparado com uso de lamina sob laminula
e 0 uso das lejas resultou em reducdo da LIN,
parametro de progressividade considerado
importante. Por isso, ndo foi possivel encontrar
beneficios em seu uso devido ao custo elevado do
produto e a possibilidade de danos espermaéticos
durante o preenchimento, por causa do efeito da
capilaridade e da possivel a¢do txica atribuida a
cola e as tintas utilizadas na sua fabricacdo, o que
pode resultar em reducdo de alguns parametros
cinéticos importantes (Gloria et al., 2013). Del
Gallego et al. (2017) também relataram
superioridade de pardmetros cinéticos dos
espermatozoides de caprino quando usaram
camara em que a deposicdo do sémen foi
colocando a gota sob a superficie da lamina
(sistema aberto), em relacdo aos sistemas de
preenchimento  por capilaridade  (sistema
fechado).

Dois indices que indicam progressividade (LIN e
STR) foram superiores quando a lamina sob
laminula foi utilizada para avaliagdo dos
espermatozoides  equinos  criopreservados.
Portanto, a lamina sob laminula pode ser
considerada uma boa opcéao de uso para avaliacdo
pelo SCA®, pois apresenta as vantagens de ter
baixo custo, ser de facil manuseio pela deposicao
da amostra em cima da ldmina recoberta com
laminula, ser descartdvel, com  menos
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contaminacdo do meio ambiente porque ndo
possui cola e tinta para vedar o sistema e torna-lo
fechado e pode ser lavada e reutilizada em outras
analises. Importante ressaltar que as laminas
lavadas ndo devem ser reutilizadas para
avaliacOes espermaticas no SCA®, tendo em vista
que geram imagens de qualidade duvidosa.
Registra-se que somente laminas e laminulas
novas e bem transparentes devem ser usadas.

Uma concentragdo espermatica adequada no
momento da andlise computadorizada ¢
necessaria para avaliacGes fidedignas e reais de
movimento e velocidade dos espermatozoides.
Nota-se que houve maior percentual de MT e MP
nas amostras criopreservadas de sémen equino
contendo 100 x10° /mL. Esse resultado ndo pode
ser considerado positivo porque, quando o sémen
estd muito concentrado, o batimento do flagelo
dos espermatozoides rapidos ira desencadear
pequenos movimentos naqueles imdveis, que
serdo  considerados lentos pelo sistema
computadorizado (Contri et al., 2010) e entram no
computo do percentual total de modveis. Além
disso, os espermatozoides podem ser avaliados
em diferentes campos focais e o sistema pode
fazer a leitura do mesmo espermatozoide mais de
uma vez, gerando um maior percentual de
espermatozoides moveis. Por isso, constatou-se
gue concentracdo espermaética igual ou superior a
100 x108/mL gera resultados nao confiaveis, o que
ratifica os resultados obtidos por Verstegen et al.
(2002), Rijsselaere et al. (2003) e Contri et al.
(2010). O uso de amostras concentradas de sémen
resulta em erros de analise pela ndo identificacao
do real padrdo do movimento celular em répido,
médio, lento e estatico, que influencia o resultado
final da motilidade avaliada pelo SCA®. Uma
menor quantidade de espermatozoides no campo
de captura reduz a ocorréncia de colisdes entre as
células e, consequentemente, melhora o0s
pardmetros cinéticos de progressividade, como
LIN, STR e BCF (Farrel et al., 1996; Contri et al.,
2010) como observado nos resultados aqui
apresentados.

Para sémen equino criopreservado, foi possivel
perceber que o uso de amostras contendo 25 e 50
x108 de espermatozoides/mL facilita a avaliacdo
pelo SCA® e a torna mais objetiva e fidedigna.
Outros autores também encontraram resultados
semelhantes, quando trabalharam com sémen
humano, equino, bovino e com coelhos (Farrel et
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al., 1996; Contri et al., 2010; Hoogewijs et al.,
2012).

Para 0 ajuste da concentracdo de espermatozoides
das amostras que serdo avaliadas pelos sistemas
computadorizados, é importante usar diluidores
apropriados, ou seja, diluidores, meios ou
extensores que ndo prejudiquem nem alterem o
movimento natural do flagelo do espermatozoide
e que permitam boa visualizagdo das células.
Neste estudo, foi verificado o efeito dos diluidores
BotuCrio®, BotuSémen®, TALP sperm e solugdo
fisiolégica no movimento dos espermatozoides
equinos avaliados pelo SCA®, com o objetivo de
encontrar um meio mais adequado, ja que os dois
primeiros sdo muito utilizados no Brasil para
congelar e resfriar sémen equino.

O BotuCrio® foi melhor que os diluidores
BotuSémen® e solugdo fisioldgica para manter a
MP e VCL, foi melhor que a solugdo fisiol6gica
para manter a VSL, a VAP e a LIN e as amostras
tiveram maior BCF e percentual de hiperativos
quando comparado aos demais diluidores
testados. Nota-se que a utilizagdo do diluidor
BotuCrio® na rediluicio dos espermatozoides
evitou a ocorréncia do estresse osmotico e iénico
em virtude de ter preservado 0 mesmo ambiente
extracelular. Ou seja, 0s espermatozoides néo
tiveram que se adaptar a uma nova composicgao de
meio, osmolaridade e pH diferente. Foi possivel
perceber que o emprego de BotuSémen® alterou
0s parametros de motilidade, e 0 emprego de
solucdo fisiologica alterou os parédmetros de
motilidade e velocidade.

Quando o diluidor utilizado para a congelagéo de
sémen equino ndo for informado, o segundo
diluidor de escolha para a rediluicdo e o ajuste da
concentracdo espermatica pode ser o TALP
sperm. Inclusive Farrel et al. (1996) indicaram o
meio Talp para diluir amostras de sémen humano,
de coelho e bovino. O diluidor TALP sperm
preservou, de maneira semelhante ao BotuCrio®,
os parametros de motilidade, velocidade e
linearidade, provavelmente em razdo da presenga
do piruvato na sua composicao, que é considerado
um excelente substrato energético (Upreti et al.,
1998). A despeito dos aspectos positivos, o TALP
sperm é complexo para ser preparado, pois entram
na sua formulacdo muitos reagentes, ele necessita
de ajuste de pH, requer filtracdo e tem custo
elevado. Além disso, foi possivel perceber, no
decorrer das andlises, formagdo de debris que
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geravam aglutinacdo celular, comprometiam o
movimento espermatico e a identificacdo celular
pelo SCA®. Supostamente os debris foram
formados por causa dos sais presentes na
composicdo desse diluidor ou por uma reacédo
quimica entre os componentes do diluidor de
congelagdo BotuCrio® e o de rediluicdo TALP
sperm.

Silva et al. (2014) relataram uma interferéncia
significativa na cinética dos espermatozoides
ovinos criopreservados apds a rediluicdo das
amostras com solucdo fisioldgica, fato que
também ocorreu com o sémen congelado equino
neste estudo. O uso de solucdes isosmaticas pode
influenciar negativamente parametros cinéticos
importantes para a fertilidade quando amostras
criopreservadas sdo avaliadas. Apesar disso, é
interessante ressaltar que o emprego de solucéo
fisiolégica tem a vantagem do baixo custo e de
favorecer a visualizagcdo dos espermatozoides,
pois mantém o campo de visdo limpo, sem a
presenca de granulos ou debris que possam
interferir na identificagdo celular pelo sistema
computadorizado (Farrel et al., 1996). Por isso,
pode ser uma opcdo quando as amostras a serem
avaliadas forem de sémen fresco ou refrigerado.

CONCLUSAO

Para a avaliacdo do sémen equino criopreservado
utilizando o SCA® é indicado o emprego de uma
velocidade de captura entre 25 e 50Hz, embora
quanto mais rapido for o0 movimento espermatico
maior deve ser a velocidade de captura escolhida.
O sémen deve ser depositado entre lamina e
laminula devido ao baixo custo e por nao
influenciar negativamente os resultados cinéticos.
A rediluicho deve garantir concentracdo
espermética entre 25 e 50 x10% mL, com uso
preferencial do mesmo diluidor utilizado no
processo de criopreservacao.
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