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Resumo

A avalia¢do da motilidade e morfologia sdo essenciais na analise da qualidade do sémen. A andlise
desses pardmetros tem sido baseada na avaliagdo subjetiva, resultando em variagdes de até 60%. Para reduzir a
subjetividade, sistemas automaticos de analise seminal (CASA) vém sendo desenvolvidos, fornecendo
confiabilidade e velocidade de obtengdo dos dados, mas seu uso ¢ limitado devido a necessidade de validacao
dos dados, controle de qualidade e padronizagdo das analises. A uniformizacdo desse instrumento permitira a
comparagdo de resultados e¢ fornecera subsidios para melhorar as biotecnias da reprodugdo. Diante de sua
importancia, faremos uma breve revisdo das informagdes disponiveis sobre esta tecnologia, abordando o
funcionamento, as vantagens ¢ aplicagdes do CASA.
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Abstract

The assessment of sperm motility and morphology are essential for examination of sperm quality. The
analysis of these parameters has been based on subjective evaluation, resulting in variations of up to 60%. To
reduce the subjectivity, computer-assisted sperm analysis (CASA) have been developed providing reliability and
speed for semen analysis, but its use is limited due the need of validation of data, quality control and
standardization. The uniformity of this instrument will allow comparison of results and provide allowance to
improve the biotechnologies of reproduction. In view of its importance, we will make a brief review about this
methodology, approaching the function of the CASA, benefits of its use and applications.
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Introducéao

O CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) ¢ um sistema automatico (hardware e software) utilizado
para visualizar, digitalizar e analisar imagens sucessivas, fornecendo informagdes acuradas, precisas e
significativas do movimento individual de cada célula bem como de subpopulagdes de células espermaticas
(Amann e Katz, 2004).

A analise da motilidade e morfologia espermatica tém sido apontadas por muitos autores como
importante ferramenta na selegdo de um ejaculado, sendo a determinag@o da porcentagem de espermatozoides
moveis, o teste mais utilizado para predizer a qualidade seminal (Verstegen et al., 2002).

Tradicionalmente, a quantificagdo da qualidade espermatica tem sido baseada na avaliagdo subjetiva,
usando estimativa visual de pardmetros como motilidade massal e individual, contudo, estudos relatam existir
uma variagdo de 30 a 60% na estimativa desses pardmetros devido a limitagdo do ser humano em quantificar as
diferentes subpopulagdes espermaticas na amostra (Amann e Hammerstedt, 1980; Verstegen et al., 2002).

Para reduzir a subjetividade, nos ultimos 15 anos, sistemas automaticos para analise computadorizada
de sémen (CASA) vém sendo desenvolvidos com o objetivo de fornecer dados acurados da motilidade de cada
espermatozodide e resumo estatistico das subpopulagdes (Verstegen et al., 2002). Este equipamento pode ainda
ser utilizado para mensurar o nimero de células por unidade de volume ¢ ser modificado para capturar dados
aproximados para classificagdo morfométrica de cada célula examinada (Amann e Katz, 2004).

Os diferentes instrumentos CASA tém demonstrado altos niveis de precisdo e confianga usando
diferentes metodologias de classificagdo que fornecem uma grande ferramenta para melhorar nosso
conhecimento e habilidade para analisar espermatozoides (Verstegen et al., 2002), tornando-se essencial a
pesquisa, ao treinamento de pessoal e a padronizagao entre laboratorios (Amann e Hammerstedt, 1980).

Diante da sua importancia, faremos aqui, uma breve revisdo do estado atual do conhecimento da
tecnologia CASA, abordando seu funcionamento, aplicagdes, vantagens, limitagdes e impactos na biologia
espermatica e clinica.
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Evolucao da metodologia de analise espermatica computadorizada

No inicio da década de 40, estudiosos tiveram a necessidade de obter dados objetivos na porcentagem
de espermatozdides méveis e informagdes sobre a velocidade do movimento dessas células. Acreditavam que, se
fossem obtidos dados precisos do movimento espermatico, seria possivel predizer o potencial de fertilidade de
um macho ou selecionar o melhor procedimento para preparacdo do espermatozoide (Amann e Katz, 2004).

Entre os varios métodos de avaliacdo idealizados, Lord Rothschild, ainda na década de 40, introduziu o
uso de fotografias em tempo real, usando iluminacdo de campo escuro para criar imagens da trajetoria do
movimento do espermatozdide e, manualmente, determinar a velocidade de deslocamento (Verstegen et al.,
2002; Amann e Katz, 2004).

Esse sistema e outros desenvolvidos na mesma época eram incapazes de mensurar a velocidade
individual das células, o que s6 foi possivel a partir de 1978, quando surgiu o primeiro sistema automatico capaz
de avaliar a trajetoria do movimento espermatico baseado na avaliagdo individual (Verstegen et al., 2002;
Amann e Katz, 2004).

Vale ressaltar que o pioneiro Expert Vision® desenvolvido pela Motion Analysis Corporation, Santa
Rosa, Califérnia, mais tarde chamado Cell Track®, ndo era um sistema especifico para esse tipo de analise
(Amann e Katz, 2004).

O primeiro sistema CASA para comercializagdo desenvolvido especificamente para avaliagdo da
motilidade espermatica foi o CellSoft® (CRYO Resources, Montgomery, New York) comercializado por volta
de 1985 para uso em laboratério de pesquisa e laboratorios médicos (Mack et al.,1988). Em 1986, surgiu o HTM
2000® Hamilton-Thorn Research, Beverly, Massachusetts, também desenvolvido especificamente para esse tipo
de analise (Amann e Katz, 2004).

Em 1992, surgiu o HTM-IVOS Sperm Analyzer®, um sistema integrado de computador e microscopio
que permitia a aquisicdo de imagens digitalizadas, fornecendo classificagdo automatica dos movimentos
espermaticos, informando porcentagem de moveis, média de velocidade e porcentagem de progressivos (Iguer-
Ouada e Verstegen, 2001).

Atualmente, a HTM disponibiliza versdes como HTM-IVOS 10® ¢ HTM-CEROS 12.1®. A versdo
HTM-IVOS 10® ¢é proposta para avaliagdo do sémen humano, mas ja foi validado para outras espécies como a
canina. A versio HTM-CEROS 12.1® permite ainda avaliar morfologia ¢ morfometria espermatica (Iguer-
Ouada e Verstegen, 2001). Atualmente em adicdo ao HTM, existe outro sistema comercial de CASA, o SM-
CMA® (Stromberg-Muka Band Feilnback, Germany; Davis e Katz, 1993), entre outros disponiveis no mercado.

Independente do fabricante, os diferentes instrumentos sdo baseados em principios similares, mas
diferem em termos de Optica usada e de software para a identificagdo do espermatoszodide e a construgdo da
trajetoria, respectivamente (Kraemer et al., 1998).

Nos ultimos anos, relatos utilizando esse sistema tém aumentado significativamente, e a principal
espécie no qual tem sido utilizado ¢ a humana. Os centros de avaliagdo da fertilidade em humanos tem usado
este equipamento para avaliacdo da qualidade espermatica para posterior uso em biotécnicas da reproducio e
para estudar a existéncia ou ndo de correlagdo da qualidade espermatica (morfologia e motilidade) com a
fertilidade (Verstegen et al., 2002).

Em medicina veterinaria, o CASA ainda ndo é uma pratica rotineira. Embora ja seja verificada sua
validagdo em varias espécies como bovina, suina, esse sistema ainda ndo estd inteiramente padronizado para
todas as espécies de animais (Verstegen et al., 2002).

Vantagens e desvantagens da técnica

O sistema ¢ adequado para quantificar um grande ntimero de células com padrdo de motilidade
heterogéneo em um curto periodo de tempo (Mack et al., 1988; Farrel et al., 1996), fornecendo dados de
concentra¢do de espermatozoides/mL, morfologia, motilidade e velocidade, detectando mudangas sutis nos
parametros sob varias condigdes experimentais (Kraemer et al., 1998).

Além da execucdo do exame, o sistema permite a catalogacdo de pacientes num banco de dados, assim
como, o armazenamento de informagdes relevantes, criando um ambiente de trabalho caracterizado pela
confiabilidade, versatilidade, facilidade de manuseio e de configuragdo. As avaliacdes sdo rapidamente
executadas, e os resultados sdo facilmente catalogados, permitindo que seja atingido alto nivel de automagdo em
laboratorios, clinicas, empresas e universidades.

Embora o sistema tenha muitas vantagens, ele apresenta algumas desvantagens que tornam seu uso
limitado (Verstegen et al., 2002): o elevado custo do equipamento e a necessidade de validagdo, o controle de
qualidade e a padronizagdo das avaliagdes realizadas (Davis ¢ Katz, 1993).
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AplicagBes do sistema CASA

Resultados significativos tém sido obtidos em pesquisas basicas, o que ndo teria sido possivel sem a
tecnologia CASA. O sistema tem demonstrado ser uma ferramenta util no monitoramento da qualidade
espermatica de amostras submetidas a diferentes tratamentos experimentais (Farrel et al., 1996), na pesquisa de
novos diluidores seminais, crioprotetores ou outros tipos de processamento (Amann ¢ Katz, 2004).

E também valioso na quantificagdo da hiperativagio, no estabelecimento da relagdo entre qualidade do
sémen do doador e a verdadeira fertilidade da amostra e nas avaliagdes gerais da conveniéncia do uso de machos
para reprodugdo (Farrel et al., 1996; Verstegen et al., 2002).

Funcionamento do CASA

No método de andlise espermatica computadorizada, a avaliacdo de motilidade em seus diversos
parametros ¢ realizada rigorosamente por um sistema estroboscopico de alta precisdo totalmente controlado por
computador. Utiliza-se videomicrografia que faz o monitoramento constante e analise seqiiencial do movimento
do espermatozoide (Mortimer, 2000; Amann e Katz, 2004).

Embora seja o flagelo a parte do espermatozoide que origina a motilidade, os sistemas automaticos
avaliam o movimento da cabega, porque é tecnicamente mais facil acompanhar esse movimento do que o do
flagelo (Amann e Katz, 2004).

Isso porque a freqiiéncia do batimento flagelar ¢ muito alta (acima de 80 batimentos por segundo para
espermatozdide humano lavado), sendo entdo necessario, pelo menos, 200 observagdes por segundo para
mensurar o padrdo do batimento flagelar corretamente. Atualmente, os sistemas de video analisam 25-60
imagens/s, ou seja, usam uma menor freqiiéncia que a necessdria para avaliagdo do batimento flagelar,
impossibilitando a aquisicdo de boas imagens. Ja a cabeca ndo se move tdo rapidamente como a cauda, o que
possibilita a obtencao de imagens relativamente claras, utilizando a tecnologia de video convencional (Mortimer,
2000).

Por meio do uso de microscopio com contraste de fase, as células espermdticas sdo mais claramente
visualizadas no meio onde elas se encontram, o que permite a detec¢do e o rastreamento dessas células. O
processo de deteccdo automatica das células, denominado segmentacdo, ¢ entdo realizado pelo sistema
comparando a intensidade da imagem adquirida com um limiar de intensidade pré-estabelecido (Mortimer,
2000).

O tamanho minimo e maximo aceitavel para a cabeca do espermatozodide de cada espécie ¢ padronizado
pelo sistema, ¢ o computador ird reconhecer um objeto que cair dentro da faixa de tamanho de cabeca
espermatica pré-estabelecida. Particulas presentes na imagem com tamanho abaixo deste limiar serdo
considerados parte do fundo (Mortimer, 2000).

Andlise das imagens e obtencao dos parametros de motilidade

Para a analise da motilidade propriamente dita, primeiro cada imagem captada pela cdmera acoplada ao
microscopio € convertida em imagem digital, e a organizacdo seqiiencial de diversas imagens digitais ddo origem
a um filme. Cada conjunto de imagens captadas em diversos campos de observagdo da amostra espermatica em
avalia¢do sdo automaticamente analisadas (Donald et al.,1988).

O software reconhece as células e desenha para cada espermatozdide uma seqiiéncia completa do
movimento para reconstituir sua trajetoria, classificando-a conforme os padrdes definidos como: movel nao
progressivo, linear lento, linear rapido e imovel (Mortimer, 2000).

Em seguida, uma série de outras caracteristicas de movimento espermadtico ¢ calculada, fornecendo
pardmetros de motilidade como: porcentagem de moveis, velocidade curvilinea (VCL), velocidade média da
trajetéria (VAP), velocidade linear progressiva (VSL), retilinearidade (STR) e linearidade (LIN). Estes valores
sdo usados para diferenciar os padrées do movimento espermatico (Mortimer, 2000).

Quando o CASA ¢ usado, todos os espermatozoide em um campo de visdo e suas trajetorias sdo
reconstruidas simultaneamente. Todas as células espermaticas de um campo sdo identificadas e avaliadas antes
que as imagens do proximo campo, captadas na seqiiéncia, sejam analisadas (Donald et al.,1988).

Parametros da motilidade espermatica avaliados pelo CASA

De acordo com Verstegen et al. (2002) os pardmetros reportados pelo CASA sao:

Velocidade curvilinea (VCL- um/s): E a velocidade da trajetoria real do espermatozoide. E sempre a
maior das trés velocidades e serve como elemento de calculo para a linearidade.

Velocidade linear progressiva (VSL- um/s): E a velocidade média em fungéo da linha reta estabelecida
entre o primeiro e o Giltimo ponto da trajetéria do espermatozoide. E sempre a mais baixa das trés velocidades.
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Velocidade média da trajetéria (VAP- nm/s): é a velocidade da trajetdria média do espermatozoéide. Em
casos onde a trajetdria da cabeca espermatica ¢ muito regular e linear com pouco movimento lateral da cabeca, a
VAP ¢ quase a mesma que a VSL, porém com trajetorias irregulares, ndo lineares ou onde existe um alto grau de
movimento lateral, a VAP sera maior que a VSL.

Amplitude de deslocamento lateral da cabeca (ALH - um): é a amplitude do deslocamento médio da
cabeca do espermatozdide em sua trajetdria real. A mensuragdo desse parametro esta relacionada com a
capacidade de penetragdo na zona pelucida do 6vulo, assim, a ALH é um dos parametros que tem efeito sobre a
fertilizagdo.

Freqgiiéncia de batimento flagelar cruzado (BCF- Hz): E o nimero de vezes que a cabeca do
espermatozodide cruza a dire¢do do movimento. Se existem mais batimentos/segundos que imagens/segundos,
entdo, a BCF ira ser subestimada.

Retilinearidade (STR - %): E a relagdo percentual entre VSL e VAP. Estima a proximidade do percurso
da célula a uma linha reta.

Linearidade (LIN - %): Relacdo percentual entre VSL e VCL, ou seja, ¢ a porcentagem de célula que
tem index linear > 0.7, angulo absoluto menor que 25° e angulo algébrico menor que 3°. Quanto mais o
espermatozodide se afasta da velocidade em linha reta, menor sera sua linearidade (Mortimer, 2000).

Os valores de velocidade sdo determinados como percurso relevante percorrido em um periodo de
tempo e sdo representados em pm/s, enquanto os valores de LIN, e STR sdo determinados como raio dos valores
de velocidade (Amann e Katz, 2004).

Avaliacdo da hiperativacao espermatica

A hiperativacdo é um processo que o espermatozdide apresenta durante o seu progresso no oviduto da
fémea, sendo descrito como um movimento vigoroso, ndo progressivo, nao linear e esta relacionado com o
processo de capacitagdo e fertilizagdo (Verstegens et al., 2002).

Durante a hiperativagdo, o padrdo e o vigor da trajetoria do espermatozoide sdo alterados, passando a
ser caracterizados por uma larga amplitude do batimento flagelar, aumento médio do movimento lateral da
cabeca e cauda do espermatozdide associados também com uma motilidade lenta ou ndo progressiva de baixa
freqiiéncia de batimento flagelar (Mortimer e Mortimer, 1990; Suarez, 1996; Kay ¢ Robertson, 1998; Verstegen
etal., 2002).

A mensurag@o objetiva desse processo fisioldgico pode ser usada como biomarcador ndo apenas na
predigdo da fertilidade, mas também na avaliagdo de agentes farmacologicos administrados para tratar
infertilidade masculina e monitorar o efeito dos contraceptivos na fungdo espermatica (Kay e Robertson, 1998).

A avaliagdo da hiperatividade do espermatozoide utilizando o sistema CASA ¢é possivel a partir do uso
de alta freqiiéncia. O uso de 60Hz permitiu melhor discriminacdo entre motilidade progressiva e motilidade
hiperativada quando comparada a analises feitas a 30Hz (Mortimer e Swan, 1995, citado por Cancel et al.,
2000).

O uso da alta freqiiéncia de capatagdo de imagens combinado com o aumento da resolucdo do sistema
optico e do uso de melhores computadores, tornaram eficiente o registro da trajetoria dos espermatozdides com
alta velocidade e trajetoria irregular, que até entdo eram dificeis de ser analisados (Cancel et al., 2000).

No sémen humano, o espermatozoéide hiperativado ¢ aquele que apresenta: VCL > 70um/s, ALH >
7um, LIN > 30% e VSL > 30 um (Mortimer e Mortimer, 1990; Verstegen et al., 2002).

Avaliacdo da morfologia espermatica

A classificacdo da morfologia do espermatozdide tem se tornado uma parte integral da rotina da analise
de s€men. A razdo disso ¢ que a morfologia espermatica ¢ um importante indicador de fertilidade, tanto em
homens como em animais, além de ser um bom indicador para danos espermaticos conseqiientes de agentes
fisicos ou quimicos (Verstegen et al., 2002; Garcia-Herreros et al., 2006).

Segundo Hirai et al. (2001), a analise automatica da morfometria espermatica tem sido aplicada em
varias espécies incluindo a bovina (Gravance et al., 1996), a caprina (Gravance et al., 1995), a ovina (Gravance
et al., 1998) e a humana (Davis e Katz, 1993).

Esses sistemas sdo programados para classificar objetos e diferenciar imagens das células espermaticas
do detrito seminal e/ou superposi¢ao de células, medindo pardmetros como didmetro maximo, didmetro minimo,
area da cabeca, porcentagem de acrossomo (obtido dividindo area do acrossomo pela area da cabega) e fator de
elipse (obtido dividindo-se o diametro minimo da cabega pelo méximo), que sdo utilizados para classificar as
células segundo sua forma em: normal (formato de cabega regular), afilada, redonda, macro, micro ou amorfo
(cabega irregular).

Mesmo sendo uma avaliagdo objetiva, o sistema CASA apresenta variagdo nos resultados entre 11 e
23%, o que pode ser atribuida a fatores como preparacdo da amostra incluindo técnica de fixacdo e técnica de
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coloragdo, bem como fatores como correta iluminagio, foco, aumento, sistema de classificacdo, interpretacao e
experiéncia do profissional (Hirai et al., 2001; Verstegen et al., 2002).

CASA e avaliacéo da fertilidade

A habilidade do espermatozoide para migrar através do trato reprodutivo da fémea e penetrar no o6cito
depende da resisténcia exercida pela secrecdo presente no trato genital feminino ¢ do potencial hidrodindmico
conferido pela curvatura flagelar. Sua forga de propulsio é definida pelas propriedades cinematicas dessas
células, o que pode levar a diferengas na eficiéncia de migragao entre espermatozoides de alguns machos (Cox et
al., 2006).

A motilidade espermatica é comumente apontada como uma das mais importantes caracteristicas
associadas com a habilidade fertilizante do espermatozoide (Cox et al., 2006), porém, quando mensurada
microscopicamente, ndo é bem correlacionada com a fertilizagdo in vivo ou in vitro, pois além do erro humano
durante a avaliacdo subjetiva desse pardmetro, existe ainda a limitacdo do método para avaliar detalhadamente
as caracteristicas do movimento espermatico (Liu et al., 1991).

Nos ultimos anos, os sistemas de avaliacdo automatica tém mostrado ser uma ferramenta util na
avaliago das propriedades cinematicas do espermatozoide de forma individual do ejaculado, mostrando grande
potencial para predizer a fertilidade do macho, por meio da correlagio da velocidade de natagdo do
espermatozodide com a fertilizagdo de odcito in vitro e in vivo (Cox et al., 2006).

Na tentativa de correlacionar os parametros do CASA com a taxa de fertilizagdo, verificou-se que os
valores de VAP, VSL e VCL sao significativamente maiores em amostras que produzem mais de 50% de odcitos
fertilizados do que naquelas onde a taxa de fertilizagdo de odcito é menor que 50% (Verstegen et al., 2002).
Amostras com elevados valores desses pardmetros de velocidade e de LIN e BCF apresentam melhor migracao e
penetragdo no muco cervical (Mortimer, 2000; Verstegen et al., 2002).

Entretanto, entre os pardmetros cinematicos fornecidos pelo o CASA, a VCL e a ALH tém mostrado
grande correlag@o com taxa de fertilizagdo pela maioria dos estudos. Parametros como BCF e LIN tém revelado
correlac@o positiva com a taxa de prenhez em alguns estudos, mas correlagdo negativa em outros (Verstegen et
al., 2002).

Espermatozoides humanos com boa capacidade de penetragdo no muco cervical apresentam um grupo
de propriedades cinematicas semelhantes a: VAP = 25um/s e ALH = 4,5um (Mortimer, 2000) enquanto, em
caprinos, espermatozoides com velocidade eficiente na migracdo do muco cervical in vitro apresentam LIN >
50% e ALH = 4,8um (Cox et al., 2006).

Outro parametro preditivo de fertilidade ¢ a porcentagem de espermatozéides moveis. Em varrdes com
leitegadas maiores que 10 leitdes, foi observado alta porcentagem de espermatozoides moveis, cerca de 93%,
enquanto em varrdes, com tamanho de leitegada menor, a porcentagem de espermatozoides moveis registrado foi
em torno de 80% (Hirai et al., 2001).

Fatores que influenciam a andlise automatica

Varios fatores podem gerar uma variabilidade na estimativa dos parametros das caracteristicas dos
espermatozdides mensurados pelo CASA, entre os quais podem-se citar: experiéncia do observador,
identificagdo da espécie, acuracia da camara utilizada, temperatura de analise, tempo entre a colheita da amostra
e sua analise, método de processamento da amostra, instrumento usado, concentragdo espermatica e freqiiéncia
de aquisigdo de imagens (Davis e Katz, 1993; Farrel et al., 1996; Mortimer, 2000).

Experiéncia do observador

E importante que o observador seja treinado e experiente para reconhecer e desconsiderar dados de
velocidade de movimento resultante de alteragdes momentdneas que porventura possam ocorrer (Verstegen et
al., 2002).

O observador deve ter habilidade para perceber que o sistema pode ndo diferenciar a cabega do
espermatozdide de outras células ou detritos, eventualmente presentes na amostra avaliada, nesses casos, as
estimativas podem ser verificadas manualmente por ele a fim de se evitar que dados de concentrag@o espermatica
e porcentagem sejam superestimados e inseguros (Mortimer, 2000).

Identificacéo da espécie
O sistema apresenta uma configuracdo diferente para cada espécie, assim o primeiro passo ¢ fazer a
identificagdo correta da espécie e da amostra porque pardmetros estabelecidos para a analise de sémen puro, por

exemplo, difere do sémen lavado ou descongelado, da mesma forma que os pardmetros estabelecidos para a
espécie suina diferem da usada para a bovina. Baseado nisso, as caracteristicas de motilidade ndo devem ser
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vistas como valores absolutos, devendo ser interpretados de acordo com parametros estabelecidos (Verstegen et
al., 2002).

Acuracia da camara utilizada

A profundidade da camara pode afetar a estimativa da concentra¢do ou influenciar a expressdo de
motilidade por restringir o deslocamento ou por levar a interagdes das células com as suas paredes (Verstegen et
al., 2002). Assim, ela deve ser profunda o suficiente para que o padrdo de motilidade seja avaliado (Kay e
Robertson, 1998).

Temperatura de analise

A temperatura influencia a motilidade do espermatozoide,. baseados nisso, estudos em diferentes
espécies foram realizados para determinar qual a temperatura ideal para se realizar as andlises no sistema CASA,
sendo recomendada por varios autores, a temperatura corporal de 37 e 38 °C para algumas espécies (Verstegen et
al., 2002).

Efeito da concentracdo

A concentragdo espermatica também tem influéncia nos resultados do CASA. Estudos com sémen
humano e de animais tém demonstrado que o sistema CASA ndo ¢ eficaz para avaliagdes de amostras
espermaticas com alta ou baixa concentragdo, assim para uma correta analise, a concentragdo espermatica deve
estar entre 20 a 50 x10%/ml (Budworth et al., 1987; Davis ¢ Katz, 1993).

Efeito da diluig&o e diluidores

O efeito das solugdes de diluigdo sobre os parametros de cinética tem sido pouco estudado, mas tem
sido demonstrado que a dilui¢do e o tipo de meio diluidor podem afetar a analise de motilidade (Farrel et al.,
1996). Por exemplo, goticulas de lipideos da gema de ovo podem ser contadas se estas possuirem a mesma
dimensdo da cabega de um espermatozdide..

Efeito do tempo entre a colheita da amostra e sua andlise

Com relagdo a influéncia do tempo de incubagdo, Farrel et al. (1996),verificaram o declinio na
velocidade espermatica durante incubacdo de 2 horas, registrando redugdo de 3-6% na porcentagem de
espermatozdides moveis em amostras de s€émen humano e de camundongo. O mesmo foi observado avaliando
sémen resfriado de bovino (Tardif et al., 1997) e de suino (Holt et al.,1997). Assim, é aconselhdvel que a
avaliag8o da amostra seja realizada em um curto periodo de tempo apods colheita ou processamento a fim de
evitar erros de leitura por subestimar pardmetros de motilidade e de velocidade.

Efeito da freqliéncia de aquisicdo de imagens

Segundo Mortimer et al. (1988 citado por Kraemer et al., 1998), a freqiiéncia de aquisi¢do de imagens
também ¢é importante. Mortimer (2000), demonstrou que a reconstrucdo da trajetoria pode ser influenciada pelo
nimero de imagens capturadas por segundo, assim, algumas trajetoérias podem parecer simples quando
reconstituidas a 30 imagens/segundo, mas complexas quando reconstituidas a 60 imagens/segundo. Isso ocorre
porque o aumento da freqiiéncia de captura de imagens resulta em mais informagdes da trajetoria afetando o
aspecto do movimento espermatico.

Davis e Katz (1993) demonstraram que em baixa freqiiéncia de aquisi¢do de imagens, erros nos valores
médios de ALH, LIN, VCL e BCF eram de 0,9, 57, 33 e 33% respectivamente, mas quando a freqiiéncia foi
aumentada para 60 Hz os erros eram reduzidos para 0,05, 11, 9,5 ¢ 8.9%, respectivamente, assim, .uma melhora
significativa na acuracia das avaliagdes foi encontrada quando a freqiiéncia de aquisi¢do foi aumentada de 30
para 60Hz.

Segundo Mortimer e Swan (1995), citados por Cancel et al., (2000), o uso de 60Hz, permite uma
melhor discriminagdo entre a motilidade progressiva e a motilidade hiperativada em espermatozéide humano
quando comparado a analises feitas a 30Hz.

Métodos de processamento

Processos como lavagem, capacitagdo, congelacdo, descongelacdo, dilui¢do e resfriamento t€m efeito
substancial sobre os pardmetros analisados, o que pode levar a variabilidade de resultados nas amostras avaliadas
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antes e depois de diferentes tratamentos, assim, o avaliador deve considerar essas observagdes ao interpretar os
resultados obtidos.

Tardif et al. (1997) verificaram o aumento do deslocamento lateral da cabega espermatica apos
resfriamento do sémen bovino. Mack et al. (1988), verificaram melhora em todos os pardmetros cinematicos,
exceto LIN, apds lavagem do s€émen humano.

Um estudo na espécie suina, comparando analises de sémen fresco e descongelado, mostrou ndo existir
diferenca significativa entre elas em relagdo aos dados de ALH, BCF, STR e LIN, mas verificou uma queda da
motilidade total de 93% para 51% ¢ da motilidade progressiva de 64 para 21%, provocados pela criopreservagio
(Eriksson e Rodriguez-Martinez, 2000).

Controle de qualidade e validacéo

Para que ocorra o desenvolvimento dessa tecnologia e seja possivel a comparagdo, a interpretagdo e a
reprodugdo de resultados, muitos autores tém mencionado a necessidade da padronizagdo de procedimentos para
manipulagdo do sémen. Embora varias modificagdes no procedimento sejam necessarias para diferentes
espécies, os principios para as avalia¢des da qualidade espermatica utilizando o CASA sdo similares para todas
as espécies de mamiferos (Farrel et al., 1996; Amann e Katz, 2004; Garcia-Herreros et al., 2006).

As amostras de s€émen com concentra¢cdes maiores do que a recomendada pelo fabricante devem ser
diluidas a concentragdes entre 20-50 x 10° espermatozoéides/mL, mas diluidores a base de leite ou gema de ovo,
que contem particulas com tamanho similar a cabeca do espermatozoide, devem ser evitados, porque ndo sao
diferenciadas dos espermatozoides imoveis (Verstegen et al., 2002).

Todas as analises devem ser realizadas a temperatura fisiologica de cada espécie, a cdmara deve ter
profundidade adequada, com no minimo 10pm de profundidade e avaliagdes basicas de sémen podem ser feitas a
30Hz, mas as amostras com espermatozoides mais rapidos devem ser avaliadas a 60Hz (Davis e Katz, 1993;
European Society of Human Reproduction and Embryology - ESHRE, 1998).

Ap0s a analise, o usuario deve verificar se todos os espermatozoides moveis no campo de visdo tiveram
suas trajetorias reconstruidas e é recomendado fazer uma avaliagdo comparativa entre a analise automatica e a
subjetiva (Eshre, 1998; Verstegen et al., 2002). Mesmo com essas recomendacdes gerais, até que seja
desenvolvido um apropriado procedimento de controle de qualidade e métodos de calibragdao do instrumento
CASA, a comparagdo de resultados entre laboratdrios sera limitada (Davis e Katz, 1993).

Considerac0es finais

Nos ultimos anos, tem sido rapido o desenvolvimento de equipamentos e procedimentos para facilitar a
analise automatizada de espermatozoides. O CASA permite uma mensuragdo objetiva de diferentes
caracteristicas da célula espermatica, mostrando alto nivel de precisdo e seguranca, sendo atualmente utilizado
como uma ferramenta para melhorar o nosso conhecimento e habilidade para manipular espermatozoides,
abolindo a subjetividade das analises realizadas pelo método convencional.

A futura uniformizagdo e a padroniza¢do desse instrumento darfo a oportunidade de analisar,
objetivamente, resultados de motilidade e morfometria espermatica, definindo universalmente valores aceitos
como normais ¢ dando subsidio para melhorar a aplicag@o das biotécnicas da reproducéo.
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