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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade do software ImageJ
extraido com o plugin CASA gratuito, na analise de motilidade e parametros
cinematicos de espermatozoides bovinos descongelados. Foram analisadas 14
amostras de sémen criopreservado, descongeladas em banho-maria a 37 °C, sendo
realizadas duas andlises, a primeira através do processamento de videos gravados
com resolucdo 4K a 60 fps, por meio de um smartphone acoplado a um microscopio
sem contraste de fase e outra com o aparelho portati CASA AndroScope®,
considerado seus resultados como parametro de validagao do plugin CASA gratuito.
A motilidade total ndo apresentou diferenca significativa entre os dois métodos,
sugerindo que o ImagedJ pode fornecer uma avaliagao confiavel para este parametro.
Entretanto, os parametros cinematicos VCL, VAP, VSL, LIN, WOB/STR e BCF
diferiram significativamente, com superestimacdo das velocidades, linearidade e
BCF e subestimacao do WOB/STR pelo Imaged. Conclui-se que o uso do software
de cédigo aberto é viavel para avaliagdo da motilidade total em condi¢des de campo,
oferecendo uma alternativa acessivel aos sistemas CASA convencionais, mas
limitagbes em relacdo a andlise detalhada de cinética espermatica devem ser
consideradas.

INTRODUCAO

Atualmente a producdo e comercializagdo brasileira de sémen bovino tém
apresentado crescimento constante. Em 2024, segundo o INDEX ASBIA
((Associagao Brasileira de Inseminagéo Atrtificial), aproximadamente 25,3 milhdes de
doses de sémen foram comercializadas no mercado interno, representando um
acréscimo de 2,6% em relacdo a 2023. Com o aumento da inseminacao artificial e a
maior exigéncia dos produtores, o processo de criopreservacao demanda avaliagdes
espermaticas mais precisas, a fim de garantir a qualidade, viabilidade e eficiéncia
reprodutiva das amostras. A biotecnologia, sistema de analise de espermatozoides
assistida por computador (CASA), mostrou-se altamente eficaz em pesquisas do
mundo inteiro, é aplicada para a avaliacdo objetiva da motilidade, dos parametros
cinematicos e da concentracdo espermatica de ejaculados, No entanto, o alto custo
dos equipamentos e requisitos tecnoldgicos limita sua aplicacdo em condicoes de
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campo, o que dificulta avaliacdes rapidas ou procedimentos de congelacdo de
sémen fora do laboratério (Belala et al., 2024).

Como alternativa, Wilson-Leedy e Ingermann (2007) desenvolveram um plugin
gratuito para o software ImageJ (National Institutes of Health,
https.://imagej.nih.gov/ii/), inicialmente utilizado na avaliacdo de sémen da espécie
Zebrafish em microscopia de contraste de fase, posteriormente foi adaptado para
analise em diferentes espécies e contextos, descritos na literatura. Assim, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade do programa Imaged
associado ao plugin CASA gratuito na avaliacdo de motilidade e cinética
espermatica de palhetas de sémen bovino, utilizando imagens obtidas por meio de
um smartphone acoplado a um microscépio éptico comum.

MATERIAIS E METODOS

Utilizando um suporte para celular e um smartphone (iPhone 11 camera traseira) o
experimento foi realizado no Laboratério de Criacdo e Reproducdo Animal da
Universidade Estadual de Maringa (UEM), campus de Umuarama — Fazenda.

Foram analisadas 14 amostras de palhetas de sémen bovino criopreservadas de
0,25 ml, descongeladas em banho-maria a 37°C por 30 segundos. Para cada
amostra, realizaram-se duas analises simultdneas de motilidade e parametros de
movimento espermatico. Na primeira, uma aliquota de 5 uL de sémen foi depositado
em lamina de vidro pré-aquecida, coberta com laminula, e posicionada sobre uma
platina aquecedora a 37°C (Eletrovet®, Sao Paulo), acoplada ao microscépio Optico
(Motic®) com um aumento de 400 vezes. Os videos foram gravados em resolucdo
4K (3840 x 2160 pixels) a 60 fps, tiveram duracdo de 15 segundos cada,
posteriormente foram processados no software Imaged.

Para a segunda analise, a partir da mesma palheta, o sémen foi depositado na
lamina pré aquecida do aparelho portatii CASA AndroScope®, (Minitube, Alemanha),
que fornece em tempo real pardmetros da cinética espermatica. Os dados obtidos
no AndroScope® foram considerados como pardmetro de referéncia para
comparacao com o plugin CASA de codigo aberto.

Os videos provenientes da primeira analise foram processados no software livre
Imaged (https://imagej.net/ij/), utilizando o plugin CASA .java, inserido na pasta
plugins, compilado e executado. Como o programa é compativel apenas com 0s
formatos AVI e MJPEG, os arquivos originais foram convertidos e ajustados para
duracao de 3 segundos de duracao para permitir a leitura. O protocolo seguido foi o
mesmo descrito por Wilson-Leedy e Ingermann (2007). Os parametros do Sperm
Tracker do plugin foram configurados com area minima de 1 e maxima de 250
pixels, comprimento minimo de rastreamento de 20 quadros e velocidade maxima de
deslocamento de 60 pixels/s. Os valores de corte para VSL, VAP e VCL foram
definidos, em 10, 15 e 25 pm/s, respectivamente. Para a definigdo das
subpopulacdes, os valores maximos de VAP para espermatozoides lentos e médios
foram estabelecidos em 30 e 50 um/s. A taxa de aquisigdo foi de 60 quadros por
segundo. Esses ajustes tiveram como base principal os parametros descritos por Del
Prete et al. (2022) e Freitag et al. (2020).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 apresenta o resultado estatistico pelo Test t de Student para
comparacao das médias destas duas amostras.

Tabela 1:Parametros da cinética espermatica obtidos no Androscope® e Software

Image J
Parametro ImagedJ Androscope p
Média Desvio Padrdo Média  Desvio Padrao
Motilidade 53,27 +15,95 56,68 +19,78 0,65
VCL 258,22 +111,06 95,29 122,74 <0,001
VAP 93,63 +30,50 44 11 +12,75 <0,001
VSL 67,27 121,55 36,82 +12,10 <0,001
LIN 0,70 +0,06 0,40 10,07 <0,001
WOB/STR 0,38 +0,08 0,79 10,06 <0,001
BCF 21,97 2,82 12,42 2,00 <0,001

De acordo com os resultados, para a motilidade total, ndo houve diferenga
significativa entre o Androscope (56,68 + 19,78%) e o Imaged (53,27 £ 15,95%) (p =
0,65), sugerindo resultados semelhantes para esse parametro. Esse achado sugere
que o Imaged pode ser uma alternativa viavel para mensurar a motilidade total,
corroborando com outros relatos da literatura (Giaretta et al., (2016); Freitag et al.,
(2020)).

Entretanto, para os parametros cinematicos VCL, VAP, VSL, LIN, WOB/STR e BCF,
foram observadas diferengas significativas (p < 0,001) entre os dois métodos. O
Imaged apresentou valores mais altos de VCL, VAP, VSL, LIN e BCF, indicando
superestimagdo das velocidades espermaticas e retilinearidade das trajetorias e
apresentou valores inferiores de WOB/STR, possivelmente relacionados as
diferencas no processamento e suavizacao das trajetorias.

Em sintese, considerando o Androscope como referéncia, o ImagedJ apresentou boa
concordancia apenas para a motilidade total, mas superestimou a maioria dos
parametros cinematicos. Esses achados indicam que, embora o Imaged possa ser
empregado para avaliagdes rapidas a campo, 0 mesmo sé apresenta funcionalidade
para avaliacao da motilidade total. Comprovando nesse estudo que, o uso do cédigo
aberto pode ser apropriado em contextos de campo ou triagem inicial, para analise
de motilidade total, ndo sendo confiavel na analise dos parametros cinematicos.

CONCLUSOES

O uso de um smartphone acoplado em um microscépio 6tico comum, o programa
Imaged resultou boa concordancia apenas para a motilidade total, mas superestimou
velocidades (VCL, VAP, VSL), linearidade (LIN) e BCF, enquanto subestimou
WOB/STR ao ser comparado com o Androscope®.
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