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FORMATO DA DISSERTACAO

A presente dissertacdo € composta por capitulos formatados de acordo com o
peridédico Theriogenology (A2).

O capitulo 1 apresenta a contextualizacdo, introducdo geral, bem como os
objetivos de estudo.

Os capitulos 2 e 3 tratam de artigos completos escritos na formatacéo da revista
pretendida para publicacéo.

O capitulo 4 finaliza esta dissertagcdo com conclusdes gerais e sugestdes para
estudos futuros.

Ao final do capitulo 4 estdo as referéncias usadas no capitulo 1.
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RESUMO GERAL

O objetivo do presente estudo foi o de testar o uso do programa de codigo aberto
ImageJ (processador de imagens em plataforma Java) a campo, usando microscopio
Optico e camera de celular para avaliar a motilidade total e a concentracdo de sémen
equino. Para isso foi necessario utilizar um adaptador universal para smartphones e
melhorar a qualidade das imagens e videos por meio de corte, remocao de fundo e
uso da ferramenta “threshold” do ImageJ. Para a determinacédo da motilidade, foram
utilizadas 70 amostras de sémen equino, incluindo amstras refrigeradas (48) e
congeladas (22) que tiveram seus valores de motilidade total comparados entre
avaliacao visual e plugin CASA do ImageJ (CASAF). As amostras congeladas (22),
além de serem avaliadas por meio de analise visual e CASAF, foram avaliadas por
um CASA comercial (CCASA). Os calculos das comparacdes foram feitas com
ANOVA, teste de correlacdo de Pearson e de Qui-quadrado, visando a deteccéo de
erros do CASAF e andlise visual em relacdo ao CCASA (considerando-se uma
margem de 10,0%). A ANOVA ndao resultou em diferenca estatistica (P>0,05) para as
70 amostras comparadas entre CASAF (37,9+£25,8) e entre os dois avaliadores
experientes (37,6x25,0 e 37,5+25,5). A comparacdo das 22 amostras congeladas
entre o CASAF (23,36+15,9), andlise visual (25,5+18,8 e 25,8+18,5) e CCASA
(25,2+18,3) também nao resultou em diferenca estatistica. A média dos resultados
obtidos com o CASAF subestimou a média obtida em relacdo ao CCASA em 7,2%. A
correlacdo entre CASAF e o CCASA foi significativamente elevada (r=0,95,
P<0,0001), bem como a correlacdo entre CASAF e andlise visual (r=0,92, P<0,0001).
Os testes de Qui-quadrado resultaram em proporcdo de acertos similares entre o
CASAF e 0 CCASA (P=0,14), ao passo que a analise visual, resultou em propor¢des
diferentes em comparacdo ao CCASA (P=0,04). Mesmo que haja uma diferenca de
algoritmo entre diferentes sistemas CASA, com o uso do CASAF a campo foi possivel
obter-se um valor de motilidade total muito préximo ao verificado em programas
comerciais, tendo maior acuracia do que as analises visuais. Com referéncia a
concentracdo do sémen equino foram utilizadas 108 amostras a fresco, analisadas no
hemocitbmetro (cadmara de Neubauer) e no programa de cddigo aberto ImagelJ
(ImageJd), por meio de fotos da mesma camara apds a contagem. Dezenove dessas
amostras foram também analisadas em um CCASA e comparadas aos demais
métodos. As comparacOes foram feitas pelo teste de Friedman, de Dunn, teste t
pareado, correlacdo de Pearson e Qui-quadrado (total e entre classes de
concentragdo: <100, 100-200, 200-300 e >300 x108/mL), considerando-se como
acertos, valores em uma margem de 10% do valor da Neubauer (padréo). Houve
diferenca nas médias de concentracdo do sémen entre 0 CCASA (381,1+212,2) e
Neubauer (239,4+180,3) demonstrada por teste de Dunn e teste t pareado, porém néo
houve diferenca (Dunn) entre ImageJ (210,2+147) e Neubauer (206,1+143,7).
Considerando a diferenca média entre os métodos, o ImageJ superestimou a
concentracéo obtida com a Neubauer em 1,9%, enquanto que o CCASA superestimou
em 59,2%. A correlacdo entre ImageJ e Neubauer foi fortemente positiva (r=0,99;
P<0,0001). A proporcao de acertos, tanto de ImageJ como de CCASA, foi diferente
(P<0,0001) em comparacao a Neubauer. Ainda assim, ImageJ obteve 73% de acertos,
e 0 CCASA somente 5,3%. Erros individuais do ImageJ comparado a Neubauer por
classes foram significativos somente nos dois grupos com menores concentracoes,
sendo consistente com relatos de imprecisdo dos métodos computadorizados para
amostras com menor concentracdo celular. J& o CCASA obteve erros de
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superestimacao significativos em todas as classes. Considerando a variacdo de
contagem universalmente aceita da prépria cdmara de Neubauer, a diferenca entre
esse metodo e o ImageJ foi aceitavel. Conclui-se que é possivel analisar a motilidade
total e a concentracdo de sémen equino utilizando um microscopio Optico e uma
camera de celular, resultando em valores consistentes aos obtidos por métodos
consagrados com baixo custo de equipamento.

Palavras-chave: CASA. Motilidade. Concentracdo. ImageJ. Garanhdo. Smartphone.



ABSTRACT

The objective of this study was to test the use of the open source software ImageJ
(image processor on Java platform) under field conditions, with light microscope and
cell phone camera to evaluate total percent motility and concentration of equine
semen. A smartphone adapter was attached to the eyepiece of the microscope, and
images and videos needed previous enhancement, such as “crop”, background
subtraction and “threshold” (ImageJ tools) to improve quality, which is indispensable
for correct semen analysis. In the experiment of motility, 70 samples of equine semen,
frozen (22) and cooled (48), had their total motility values compared between visual
evaluation and ImageJ plugin (CASAF). The frozen samples (22), besides being
evaluated by visual analysis and CASAF, were also evaluated by a commercial CASA
(CCASA). Comparisons were made using ANOVA, Pearson’s correlation and Chi-
square test to compare errors of CASAF and visual analysis compared to CCASA,
using a margin of 10%. ANOVA did not result in statistical difference (P> 0.05) between
70 samples analyzed with CASAF (37,9+£25,8) and by two experienced technicians
(37,6+25,0 and 37,5£25,5). The comparison of the 22 frozen samples between CASAF
(23,36+15,9), visual analysis (25,5+18,8 e 25,8+18,5) and CCASA (25,2+18,3) did not
result in statistical difference either. The average of results obtained with CASAF
underestimated the average obtained with CCASA in 7,2%. The correlation between
CASAF and CCASA was significantly high (r=0,95, P<0.0001), as well as the
correlation between CASAF and visual analysis (r=0,92, P<0.0001). Chi-square
analysis resulted in similar proportion of correct answers obtained with CASAF when
compared to CCASA (P=0,14), while visual analysis had different proportion compared
to CCASA (P=0,04). Even if there is a difference in algorithm of different CASA
systems, it was possible to obtain values of total motility similar to the ones found in
commercial programs using field conditions, being more accurate than visual analysis.
In the experiment of sperm concentration 108 samples of fresh equine semen were
analyzed with hemocytometer (Neubauer) and ImageJ (ImageJ), using photos of the
same chamber, after perform counting. Nineteen of these samples were also analyzed
in a CCASA and compared to the other methods. Comparisons were made using
Friedman test, Dunn's test, paired t test, Pearson’s correlation and Chi-square (total
and within classes of concentration: <100, 100-200, 200-300 and >300 x10%/mL),
considering as correct, values within a margin of 10% of those obtained with Neubauer
(standard). There was significant difference between CCASA (381,1+212,2) and
Neubauer (239,4+180,3) averages, shown by Dunn’s and paired t test, but no
difference (Dunn’s) between ImagedJ (210,2+147) and Neubauer (206,1+143,7)
averages was found. Considering average difference between methods, ImageJ
overestimated concentration obtained with Neubauer in 1,9%, while CCASA
overestimated in 59,2%. The correlation between ImageJ and Neubauer was highly
positive (r=0,99, P<0,0001). Proportion of correct answers obtained with either ImageJ
or CCASA was different (P<0,0001) from Neubauer. Still, ImageJ achieved 73% of
correct answers and CCASA only 5,3%. Errors of ImageJ compared to Neubauer
within classes were significant only in the two groups with lower concentration,
corroborating reports of imprecision of computerized methods in low concentrated
samples. CCASA obtained significant overestimation errors in all classes. Since there
is a variation universally accepted in Neubauer chamber itself, the difference between
this method and the ImageJ was acceptable. We conclude that it is possible to analyze
total motility and concentration of equine semen with ImageJ using a light microscope
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and a cell phone camera, resulting in values close to those obtained by reliable
methods with a low cost equipment.
Keywords: CASA. Motility. Concentration. ImageJ. Stallion. Smartphone.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E CONTEXTUALIZACAO

1.1. Contextualizacéo

O efetivo de equinos no Brasil, de 5,45 milhGes de cabecas em 2014[1],
possui grande importancia econémica, movimentando 16 bilhées de reais em
2015 e gerando empregos diretos e indiretos. Entre as diversas atividades
desempenhadas por cavalos, destacam-se as de esportes, lazer e trabalho [2].

No desenvolvimento da espécie equina, a performance foi muito
valorizada, sendo o principal motivo para a escolha dos animais que estariam
aptos a ter sua genética difundida. Assim, a escolha dos reprodutores era feita
com base no seu desempenho morfolégico ou esportivo, em detrimento as suas
qualidades reprodutivas, o que explica os baixos indices de fertilidade da espécie

comparada as demais [3,4].

Com o crescimento das biotecnologias aplicadas a reproducao animal,
houve a necessidade de determinar parametros reprodutivos para a melhoria da

eficiéncia reprodutiva [5,6].

Entre as biotecnologias utilizadas em equinos, a inseminacao artificial (1A)
€ a mais difundida, também devido a sua praticidade. Seu uso permite a
producédo de varias doses inseminantes com o mesmo ejaculado e a distribuicdo
dessas doses para outras regifes, por meio do uso de sémen refrigerado ou
congelado. Assim, a IA é responsavel por difundir aceleradamente o material
genético masculino, reafirmando que a predicao da fertilidade do garanhao se
tornou fundamental [6,7].

A fertilidade do reprodutor pode ser avaliada por meio de analises in vivo,
com taxa de prenhez (TP) de éguas saudaveis; porém esse é um método
demorado, ndo controlavel, pois depende de fatores ndo espermaticos e, muitas
vezes, inviavel. Portanto, o exame androldgico visa predizer o potencial de
fertilidade antes do uso do sémen, em condi¢cdes ambientais diferentes das

naturais [6,8].



A fertilidade deve ser avaliada por meio de exame androlégico completo,
incluindo-se a analise espermatica. Dentre o0s parametros avaliados
rotineiramente na analise espermética estdo: aparéncia, motilidade,
concentracdo, volume, morfologia e pH. No contexto da avaliacdo basica, a
motilidade € fundamental e considerada uma das mais importantes, pois é capaz

de predizer a viabilidade ou ndo do sémen [5].

Os parametros de andlise espermatica, porém, devem ser utilizados de
forma conjunta, pois somente um parametro nao reflete o potencial reprodutivo
de um reprodutor [9, 10], além de possiveis mecanismos compensatorios entre
0s parametros. Battut et al. [11] observaram que em alguns animais com
motilidade inferior pode ocorrer maior atividade mitocondrial e o efeito sobre a

fertilidade pode chegar a ser equivalente & um animal com maior motilidade.

Kenney et al. [12] concluiram que a concentracdo, motilidade e percentual
de espermatozoides morfologicamente normais eram os fatores que mais
influenciavam nas TPs. Fernandes e Pimentel [13] também verificaram que os
limites minimos para um ejaculado de boa qualidade incluiam motilidade de 50%,
morfologia normal de 60% e 1,8 x 10° de espermatozoides viaveis.

1.2. Andlise de motilidade espermatica

A motilidade pode ser avaliada por meio de estimativa subjetiva,
observando a amostra entre lamina e laminula em microscoépio 6ptico. E possivel
estimar a porcentagem de espermatozoides moveis, progressivamente moveis
e a velocidade, ou intensidade do movimento em uma escala de 1 a 4. Para isso
€ necessario que o profissional seja capacitado e experiente nesse tipo de
andlise [8,9]. Ainda assim, h& grande variacdo entre observadores e
observacfes, devido ao erro humano e a natureza subjetiva do teste, sendo que
a variacao pode atingir 30% ou 60% [14-16].

Outras formas de analise de motilidade, que visam minimizar o erro
inerente a subjetividade da analise visual, sdo os programas de analise
computadorizada (Computer-assisted Sperm Analisys - CASA) [5], pois realizam
andlise objetiva das amostras por meio de identificacdo e rastreamento das

células espermaticas. Logo, fornecem importantes informacfes e maiores
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detalhes além de motilidade total e progressiva, tornando-se fundamentais para
pesquisas, clinicas, treinamento de pessoas e estabelecimento de padrdes
[17,18].

A motilidade progressiva avaliada visualmente obteve a maior correlagao
com a fertilidade do garanhdo em um estudo em 1992 [19]. Porém, o parametro
gque mais teve relacdo com a fertilidade do garanh&o foi o percentual de
motilidade total e o percentual de espermatozoides morfologicamente normais
avaliados pelo CASA em 2011 [20]. Em estudo comparativo de andlises visuais
e computadorizadas para sémen de garanhdes, a andlise visual de motilidade
total foi considerada mais confiavel do que a motilidade progressiva analisada
visualmente, devido a sua semelhanca com o obtido pelos sistemas
computadorizados, uma vez que as analises utilizando tecnologias avancadas

sao mais criteriosas para parametros de movimento celular [21].

Se o objetivo do estudo é verificar precisamente diferencas de movimento
de cada espermatozoide, um método mais sofisticado e objetivo como o CASA

faz-se necessario [22].

Devido ao grande numero de células espermaticas envolvidas, a
identificacdo e o rastreio automatico por meio de visdo computadorizada tem
sido muito valorizada [23]. Diversos estudos [11,20,24-28] vem utilizando o
CASA para comparar motilidade entre racas ou apés o uso de diferentes

diluentes ou tratamentos.

1.3. Andlise de concentracdo espermatica

A concentracdo é fundamental para se calcular o numero de doses e
quantidade necesséaria de diluente para transporte de um ejaculado,
especialmente quando a intencdo é inseminar grande nimero de éguas. E a
partir da concentracdo que se calcula a quantidade total de espermatozoides no
ejaculado, multiplicando o valor da concentracdo pelo volume, e € também a
partir dela que se calcula a quantidade de espermatozoides viaveis, levando-se

em conta a motilidade [5,9,29].



A concentracdo pode ser obtida de diversas maneiras [5]. O
hemocitbmetro ou camara de contagem, apesar de ser demorado € considerado
preciso e confiavel [7,8]. Existem formas mais répidas, como espectrofotdmetros
ou densimetros, que medem a quantidade de luz que atravessa a amostra,
porém sdo menos precisos e sdo calibrados com o uso de uma camara de
contagem [9]. Todas as técnicas possuem limitacbes. Erros de pipetagem,
diluicdo e preenchimento da camara podem ocorrer quando se utiliza tanto o

hemocitdbmetro como o analises computadorizadas [18,30].

Em teste de controle de qualidade, Neuwinger et al. [16] verificaram média
de 37,5% de variacdo na concentracdo do sémen humano entre laboratérios
para a mesma amostra contada com hemocitometro, sendo que as variacdes
foram maiores (73%) em amostras de baixa concentracdo e menores (23%) em
amostras com concentracdo mais elevada. Em outro estudo, foi observado
variacdo de 15,2% entre técnicos, 12,5% para um mesmo técnico e 16,6% em
relacdo a um valor estabelecido pela Central de Andrologia com o uso de camara
de Neubauer [22]. Ainda assim, o hemocitdmetro € considerado como método
padrdao pela World Health Organization [31] e pelo Colégio Brasileiro de

Reproducao Animal [32].

O CASA tem a vantagem da identificacdo objetiva das células. Porém,
células com tamanho e forma similar ao espermatozoide podem resultar em
superestimacdo, 0 que € um problema para amostras pouco concentradas
[30,33]. A média de superestimacédo chegou a 70% em sémen canino [34]. Foi
observado também que em amostras com concentracdo elevada alguns
espermatozoides ndo eram contados. Isso resultou em superestimacdo ou
subestimacédo da concentracdo, dependendo da amostra, com um erro de
12,1+42,2% do CASA em relacdo a camara de Neubauer, utilizado como método

padrdo em estudo com sémen humano [30].

A acuracia da avaliacdo de concentragdo utilizando o CASA tem sido um
limitante em diversas espécies, incluindo cades, humanos e hamsters [33,34],
sendo frequentemente observada a superestimacdo. Ao utilizar
espermatozoides caninos estaticos para realizar as contagens, na mesma
camara, foi percebido maior acuracia, atribuido o erro da contagem

computadorizada as colisdes de espermatozoides em movimento [34].
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Verstegen et al. [33] sugerem que as amostras avaliadas pelo CASA
sejam conferidas manualmente em camara de contagem para o parametro de
concentracéo, ou que a contagem seja feita com os espermatozoides parados
apos diluicdo com 9% NaCl. Sugerem ainda, que a amostra seja ajustada a uma
concentracdo adequada para mensurar a motilidade (geralmente entre 50 e 300

milhdes/mL), j& que a concentracgéo influencia as leituras de motilidade no CASA.

1.4. Computer assisted sperm analysis (CASA)

1.4.1. Surgimento e validag&o

O desenvolvimento do CASA ocorreu nos anos 70, devido a uma
convergéncia de tecnologia e prioridades de governo. O investimento no
rastreamento de foguetes e outros objetos macroscépicos aumentou e, como
resultado, comecaram a surgir técnicas computadorizadas de digitalizacao,
reconhecimento e quantificacdo de imagens e videos. As aplicacdes dessas
tecnologias a um microscopio surgiram e assim o CASA primitivo foi criado [10].
O sistema, porém, s6 foi introduzido nos laboratérios de pesquisa e medicina em
1986 [35].

O objetivo inicial de uso do CASA era estabelecer padrbes Uteis para
treinamento de individuos que faziam leituras subjetivas em instalacfes
comerciais, bem como gerar dados objetivos para aperfeicoar pesquisas sobre

a funcéo espermatica [10].

O sistema criado em 1980 [17] consistia em microscopio de contraste de
fase, cadmera de video, computador, software e camara de contagem onde era
colocada a amostra. O CASA se refere a um sistema automatizado incluindo
hardware e software, que visualiza, digitaliza e avalia imagens consecutivas de
células esperméticas, gerando informagfes precisas e objetivas da cinética

individual das células [10,17].

Desde o surgimento dessa tecnologia, varios testes para validagdo foram
executados, especialmente em bovinos e caninos, os quais incluiam comparar o
rastreio do computador com um rastreio visual quadro a quadro, devido a falta

de outras técnicas objetivas de comparacdo para motilidade. Assim, era
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mensurada a acuracia do rastreamento e variacdo da identificacdo dos
espermatozoides. Foram realizados também testes comparando os resultados
obtidos pelo CASA as TPs em bovinos, os quais confirmaram a eficiéncia das

analises computadorizadas de parametros de motilidade seminal [17,34,36].

Divergéncia em leituras visuais e do aparelho, pode ser explicada por uma
diferenca entre métodos [35]. Na andlise visual um espermatozoide €
considerado mével quando tem seu flagelo movimentando-se. Porém, na analise
computadorizada, para que um espermatozoide seja considerado movel, ele
deve ter uma velocidade minima, tendendo portanto as analises com o CASA a

ter valores menores [37].

1.4.2. Capacidades

Os CASA atuais permitem avaliacdo objetiva de caracteristicas
espermaticas como motilidade, concentracéo e morfologia [10,33].

As populacdes de espermatozoides sao divididas conforme o movimento,
em: rapidos, intermediarios, lentos e imoéveis [38]. Entre os parametros de
motilidade lidos pelo CASA, estao:

Velocidade curvilinea (VCL- um/s), que € a velocidade da trajetoria real
do espermatozoide, sendo a maior das trés velocidades; Velocidade linear
progressiva (VSL- um/s), que é a velocidade média em funcdo da linha reta
estabelecida entre o primeiro e o Ultimo ponto da trajetria do espermatozoide,
sendo a mais baixa das trés; Velocidade média da trajetoria (VAP- um/s), que
representa a velocidade da trajetéria média do espermatozoide; Amplitude de
deslocamento lateral da cabeca (ALH - um), que € a amplitude do deslocamento
lateral da cabeca do espermatozoide em sua trajetoria real; Frequéncia de
batimento flagelar cruzado (BCF- Hz), que é o nimero de vezes em que a cabeca
do espermatozoide cruza a trajetoria média do movimento; Retilinearidade (STR
- %), que representa a relagdo percentual entre VSL e VAP, estimando a
proximidade do percurso da célula a uma linha reta; Linearidade (LIN - %), que
€ a relacdo percentual entre VSL e VCL, sendo que quanto mais o
espermatozoide se afasta da velocidade em linha reta, menor sera sua
linearidade; e oscilacdo (WOB-%), que se refere a oscilacdo entre o caminho

real e o caminho médio do espermatozoide (VAP/VCL)[33,38].
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Apesar do grande numero de dados resultantes, foi encontrada [11]
correlacdo significativa entre porcentagem de motilidade total de sémen de
garanhdes com fertilidade, o que ndo ocorreu para VAP, VSL, VCL e ALH.

Diversos autores tentaram correlacionar os parametros gerados pelo
CASA a fertilidade [11,20,36,39]. Porém, isoladamente, os dados obtidos pelo
CASA nao podem predizer com eficacia a fertilidade, visto que esta depende de
diversos outros fatores e nem sempre a correlacdo € o teste mais adequado
[11,18,39]. Ainda assim, o poder de discriminagdo do CASA é maior do que o
fornecido por um observador humano, sendo que o sistema possui capacidade

de detectar mudancas sutis [10,40].

1.4.3. LimitacBes

Embora o sistema tenha muitas vantagens, algumas desvantagens
tornam seu uso limitado, especialmente em medicina veterinaria [33,37]: o
elevado custo do equipamento e a necessidade de validacédo, de controle de
qualidade e de padronizacao das avaliacdes realizadas. Os sistemas comerciais
destinados a veterinarios apresentam configuracdes para espécies domeésticas,
como bovinos, equinos, suinos, ovinos, caprinos e caes, ou para espécies de

laboratorio, dependendo do fabricante e do software [35,41,42].

Embora o CASA esteja validado em varias espécies (domésticas e de
laboratorio), o sistema ainda nao esta inteiramente padronizado para todas as
espécies de animais [33]. O espermatozoide de cada espécie difere em tamanho
médio e formato de cabeca, entre outros, sendo dotados de diferentes

velocidades e padrdes de movimento detectados pelo CASA [10].

O CASA é muito sensivel a pequenas mudancas de configuracdo, as
quais podem acarretar uma grande diferenca nos resultados. Schleh e Leoni [41]
exemplificam mostrando que, ao se caracterizar um espermatozoide com
movimento lento como imovel, a motilidade encontrada é de 49, e ao se
caracteriza-lo como mével, na mesma amostra, a motilidade muda para 80.
Mudancas de iluminagéo também interferem, pois podem iluminar particulas de

sujeira e fazer com que o0 programa conte-as como espermatozoides iméveis.



Amann e Katz [10] ressaltam que a otica de contraste de fase € uma parte
integral de todos os CASA contemporaneos, pois permite visualizagdo com alto
contraste e detec¢do do limite de cada célula.

Outro fator importante é a taxa de quadros/segundo em que o video é
elaborado, pois algumas configuracdes como a velocidade da célula espermatica
[33] e a qualidade dos resultados [23] estdo relacionadas a isso. Uma taxa de
quadros/segundo maior conduz a uma maior acuracia na velocidade [23]. Houve
baixa acurcia quando o sistema foi testado com espermatozoides bovinos em
uma taxa de 30 quadros/segundo, recomendando-se uma taxa igual ou superior
a 50 quadros/ segundo [18] ou melhor ainda uma taxa de 60 quadros/segundo
[10].

A camara onde a amostra é colocada deve ter profundidade suficiente
para que haja movimentacdo dos espermatozoides; porém, para que nao
desfoque e prejudigue a leitura, ndo pode ser muito profunda [10],

recomendando-se a profundidade de 0,01mm [18].

A concentracdo da amostra é outro fator determinante. Quanto mais
diluida a amostra, menor € a acuracia do CASA, devido a superestimacao do
namero de células pela contagem dos debris, ao passo que quando a
concentracdo € execessivamente elevada, pode ocorrer perda de trajetos de
espermatozoides méveis identificando-os como sendo de um espermatozoide
préximo [33,34]. Constatou-se uma inabilidade de se obter com acuracia valores
de motilidade nas amostras com concentra¢cdes maiores que 50x10%/mL ou

menores que 20x10%/mL em testes com sémen humano e de cédes [35,43].

A comparacdo entre resultados de dois sistemas CASA diferentes é
inviavel, pois os resultados dependem das configuracdes especificas, hardware
e algoritimo [18,33,44]. Portanto, varios autores [23,33,35,40,41] concordam que
é essencial o detalhamento dos métodos utilizados nos testes, o que nem
sempre é feito, prejudicando as interpretacées e causando frustragcbes em
pesquisadores que tentam trabalhar com os sistemas que exigem configuracao
manual. H4 sugestéo [41] de que os pesquisadores validem as configuracdes

antes do inicio do experimento.



Portanto, por mais que o sistema seja objetivo e tenha se mostrado eficaz
e importante na determinacdo de motilidade, as condicdes de avaliacdo
(luminacéo, taxa de quadros, concentracdo e tipo de camara) devem ser
consideradas [18,33]. Ja para analise de concentracdo, o CASA ndo se mostrou
tdo preciso para humanos ou espécies domésticas, a ndo ser que seja feito uso

de corante nas células espermaticas ou de sistema anti-colisdo [30,33,37].

1.4.4. Perspectivas

Amann e Katz [10] comentam que um CASA de baixo custo poderia servir
ao nicho clinico, visto que o sistema sO era utilizado em cerca de 20% de

laboratorios de andrologia dos Estados Unidos mesmo apés 25 anos.

Amann e Waberski [18] citam como perspectiva de futuro, um sistema
CASA portatil para se avaliar uma caracteristica de motilidade e dois ou trés
atributos morfolégicos, para profissionais que atuam fora de grandes centros e a
campo. Eles citam que, aparentemente, hardware para captura de imagens e
processamento de dados estdo disponiveis e cita o trabalho de Tseng et al. [45],

0S quais utilizaram um celular para visualizacédo de células.

Nafisi et al. [46] testaram o0 uso de microscOpio comum com camera
diretamente na ocular, desenvolvendo um algoritmo para identificacdo
espermética visando aplicabilidade em qualquer laboratério, porém os testes

foram realizados em uma Unica amostra.

Visando desenvolver uma extensdo (plugin) gratuita de avaliacéo
computadorizada de sémen [42], foram elaboradas as configuracdes para leitura
de sémen de Zebrafish a partir do programa ImageJ (programa gratuito de cédigo
aberto provido pelo National Institutes of Health https://imagej.nih.gov/ij/). Os

autores validaram as andlises e descreveram 0s componentes do sistema,
sendo que esses envolviam microscépio com contraste de fase trinocular e
camera especifica, disponibilizando o plugin para futuras pesquisas. Os dados
resultantes do plugin incluem porcentagem de motilidade total, VCL, VAP, VSL,

LIN, WOB, BCF e progressao (distancia média percorrida pelo espermatozoide).

1.5. Objetivos do trabalho


https://imagej.nih.gov/ij/

Os experimentos tiveram como objetivo testar o uso do programa ImageJ
e do plugin CASA de cddigo aberto com microscépio 6ptico e camera de telefone
celular para realizar a analise de motilidade e concentracdo espermatica de
garanhdes (auséncia de configuracdes definidas no programa) em condicdes de

campo.
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CAPITULO 2

(Artigo cientifico a ser submetido para publicacdo no periddico
Theriogenology)

AVALIACAO DA MOTILIDADE ESPERMATICA DE GARANHOES PELO
IMAGEJ, ASSOCIADO A CAMERA DE TELEFONE CELULAR E
MICROSCOPIO OPTICO

EVALUATION OF STALLION SPERM MOTILITY WITH IMAGEJ, USING CELL
PHONE CAMERA AND LIGHT MICROSCOPE

RESUMO

A motilidade espermatica € uma analise essencial do exame androldgico. A
avaliacdo visual da motilidade apresenta variagdo mesmo entre técnicos
experientes. As analises computadorizadas de sémen (CASA) sao alternativas
que avaliam objetivamente as amostras, porém, possuem alto custo. O objetivo
deste estudo foi testar o uso do plugin CASA de cddigo aberto disponivel no
ImageJ, em condi¢cdes de campo, usando microscopio Optico e camera de
smartphone, na avaliacdo da motilidade total dos espermatozoides de garanhao.
Utilizou-se um adaptador universal de smartphones acoplado a ocular do
microscopio, sendo os videos, gravados em 59 quadros/segundo, processados
previamente (conversao, corte, remog¢ao de fundo e aplicagédo de “threshold”)
para analise correta do plugin. Setenta amostras de sémen equino, 22
congeladas e 48 refrigeradas, foram comparadas em seus valores totais de
motilidade, obtidas com avaliacdo visual e plugin do ImageJ (CASAF). As
amostras congeladas também foram avaliadas por um CASA comercial
(CCASA). As comparacdes foram feitas com ANOVA, correlacdo de Pearson e
testes de Qui-quadrado para comparar os erros do CASAF e andlise visual em
relacdo ao CCASA, com uma margem de 10%. A ANOVA néo resultou em
diferenca estatistica (P>0,05) para as 70 amostras comparadas entre CASAF
(37,9+25,8) e entre os dois avaliadores (37,6+25,0 e 37,5+25,5). A comparacao
das 22 amostras congeladas entre CASAF (23,36+15,9), andlise visual
(25,5+18,8 e 25,8+18,5) e CCASA (25,2+18,3) também ndo resultou em
diferenca estatistica, sendo que a média dos resultados obtidos com CASAF
subestimou a média obtida com 0 CCASA em 7,2%. A correlagéo entre 0 CASAF
e 0 CCASA foi significativamente elevada (r=0,95, P<0,0001), bem como a
correlacdo entre CASAF e andlise visual (r=0,92, P<0,0001). O teste de Qui-
quadrado resultou em proporcao de acertos semelhante entre o CASAF e o
CCASA (P=0,14), enquanto que a analise visual resultou em proporc¢éao diferente
em comparacdo com o CCASA (P=0,04). Em que pese uma diferenca no
algoritmo de diferentes sistemas CASA, com CASAF foi possivel obter valores
de motilidade total semelhantes aos encontrados em um sistema comercial em
condicdes de campo, sendo mais preciso do que a analise visual ao apresentar
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menores erros individuais. Conclui-se que um microscépio Optico e camera de
celular sédo suficientes para obter videos de sémen de garanhdes para serem
analisados com ImageJ, proporcionando resultados equiparaveis a sistemas
comerciais.

Palavras chave: Sémen. Garanhdo. Molitilidade. CASA. ImageJ. Smartphone.

ABSTRACT

Motility is an essential analysis of breeding soundness examination. Visual
evaluation of motility can result in variation even among experienced
professionals. Computer assisted semen analysis (CASA) are alternatives that
evaluate samples objectively, however, they are expensive. The aim of this study
was to test the use of ImageJ open source CASA plugin under field conditions,
with a light microscope and cell phone camera to evaluate total percent motility
of stallion sperm. A universal smartphone adapter was attached to the eyepiece
of the microscope, and videos, recorded at 59 frames/second, needed previous
enhancement (convertion, “crop”, background subtraction and “threshold”) for the
program to analyse them correctly. Seventy samples of equine semen, frozen
(22) and cooled (48), had their total motility valuescompared between visual
evaluation and ImageJ plugin (CASAF). The frozen samples were also evaluated
by a commercial CASA (CCASA). Comparisons were made using ANOVA,
Pearson correlation and Chi-square test to compare errors of CASAF and visual
analysis compared to CCASA, using a margin of 10%. ANOVA did not result in
statistical difference (P>0.05) between 70 samples analyzed with CASAF
(37,9+25,8) and by two technicians (37,6+25,0 and 37,5+25,5). The comparison
of the 22 frozen samples between CASAF (23,36%15,9), visual analysis
(25,5+18,8 e 25,8+18,5) and CCASA (25,2+18,3) did not result in statistical
difference either, and the average of results obtained with CASAF
underestimated the average obtained with CCASA in 7,2%. The correlation
between CASAF and CCASA was significantly high (r=0,95, P<0.0001), as well
as the correlation between CASAF and visual analysis (r=0,92, P<0.0001). Chi-
square analysis resulted in similar proportion of correct answers obtained with
CASAF when compared to CCASA (P=0,14), while visual analysis had different
proportion compared to CCASA (P=0,04). Even if there is a difference in
algorithm of different CASA systems, it was possible to obtain values of total
motility similar to the ones found in commercial programs using field conditions,
being more accurate than visual analysis due to less individual errors. We
conclude that a light microscope and cell phone camera are enough to obtain
stallion sperm videos to be analyzed with imageJ, providing results comparable
to comercial systems.

Keywords: Semen. Stallion. Motility. CASA. ImageJ. Smartphone.

1. Introducéo

A avaliacao da motilidade espermatica € de grande importancia para a
area de reproducao animal [1,2]. Mesmo que a motilidade ndo possa ser utilizada

isoladamente para predizer a fertilidade potencial de um reprodutor, é essencial
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para implementar técnicas comumente usadas como inseminacao artificial (IA)

e congelamento de sémen [3,4].

A motilidade pode ser avaliada visualmente (metodologia subjetiva),
podendo resultar em variacfes que chegam a 30% ou 60% devido a diferencas

em treinamento e experiéncia [5-7].

O Computer-assisted Sperm Analysis (CASA) foi desenvolvido para
reduzir a subjetividade na avaliagdo da motilidade, com o uso de identificacao
objetiva computadorizada das células espermaticas [3,8]. O sistema identifica e
rastreia automaticamente as células espermaticas, gerando dados importantes
e com acurdcia sobre a cinética individual de cada célula [9,7]. Essa tecnologia
avancada é essencial para o treinamento técnico e para ser usada em pesquisas
devido ao grande numero de células envolvidas, sendo mais criteriosa que o olho

humano e capaz de detectar mudancas sutis nos parametros [10-12].

O CASA ainda ndo é amplamente utilizado em medicina veterinaria
devido ao seu elevado custo e a necessidade de padronizacdo [7,13]. E
recomendado fazer uso de um microscoépio de contraste de fase e cameras de
alta velocidade (taxa de quadros/segundo) para que o software consiga detectar
as células espermaticas e seus padrdes de movimento [3,9,11]. Os sistemas
CASA sdao sensiveis a pequenas mudancas de configuracéo e isso pode gerar
significativas diferencas nos resultados. E importante padronizar corretamente
as configuracbes para cada espécie, visto que cada uma detém célula
espermatica diferente [3,7,14].

As condic¢des para avaliacdo das amostras de sémen no CASA devem ser
consideradas, pois os resultados podem ser afetados pela iluminacao, taxa de

guadros/segundo da camera, concentracdo da amostra e camara utilizada [3,7].

Amann e Waberski [3] sugerem o desenvolvimento de um CASA portatil
de uso a campo, capaz de avaliar um parametro de motilidade e alguns atributos,
para veterinarios de campo. Nafisi et al. [15] testaram a utilizacdo de um
microscoépio 6ptico comum com a camera acoplada diretamente na ocular para
melhorar o custo beneficio do sistema, desenvolvendo um algoritmo para
identificacdo espermatica em imagens com baixo contraste, utilizando sémen
humano. Eles ainda relatam a falta de contraste adequado e nitidez das imagens,
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sendo estas, portanto, submetidas a um processamento prévio. Primeiramente
a imagem era melhorada retirando-se particulas extras, posteriormente
separada do fundo, e entdo as células eram selecionadas baseado em medidas
morfologicas e na existéncia de flagelo. O algoritmo néo foi testado em grande

namero de amostras e ha poucos resultados.

Wilson Leedy e Ingerman [16] desenvolveram uma extensdo (plugin) de
codigo aberto para avaliacdo computadorizada de sémen, no qual eles
descrevem as configuracdoes para avaliar sémen de Zebrafish com ImageJ
(programa gratuito de codigo aberto provido pelo National Institutes of Health

https://imagej.nih.gov/ij/). Eles utilizaram microscopio de contraste de fase com

camera de alta velocidade acoplada em um adaptador tipo "C-mount”. O sistema
foi desenvolvido para se poder diferenciar espermatozoides se movendo devido
ao fluxo, dos realmente méveis. O sistema foi validado com analise visual e

estatistica, e entéo disponibilizado para futuras pesquisas.

O esperma de Zebrafish possui movimento mais suave que o de
mamiferos e a acuracia foi baixa em testes do plugin gratuito com sémen bovino
em camera de baixa velocidade (30 quadros/segundo) e microscopio 6ptico. Foi
desenvolvido um plugin melhorando o plugin CASA do ImageJ para ser usado

em camaras microfluidicas [11].

O objetivo desse estudo foi testar e validar as configuracdes necessarias
para avaliar a motilidade espermatica de garanhdes com o plugin CASA do
programa ImageJ, usando condicdes de campo, uma camera de celular

acoplada a um microscopio de luz de light emitting diode (LED).

2. Materiais e Métodos
2.1. Microscopio e camera

Foi utilizado um microscopio o6ptico (Bioptika, modelo B20, Colombo,
Parana, Brasil) com iluminacdo de LED, com um adaptador universal de

smartphones (adaptado de: http://www.thingiverse.com/thing:78071) acoplado a

ocular (Figura 1A). Os videos foram gravados com um aparelho de telephone
celular (Samsung Galaxy S5, China) a 59 quadros/segundo (Figura 1B).
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Fig. 1. (A) Microcépio de luz de LED com adaptador universal para smartphones acoplado a

ocular. (B) Celular posicionado no adaptador para obtencao de videos.

2.2. Animais e coleta de amostras

As coletas de sémen foram executadas usando éguas como manequim e
vagina artificial [17]. Garanhfes saudaveis, sem historico de doencas
reprodutivas, das racas Crioula, Quarto-de-Milha e Apaloosa de diferentes
propriedades particulares foram utilizados nesse estudo. A idade dos animais
variou de 3 a 15 anos. As propriedades localizavam-se na Regido Metropolitana
de Curitiba, situada no 25° 25’40 “S e 49° 16’ 23 O, Parana, Brasil. As coletas
foram realizadas dentro da estacéo reprodutiva, entre janeiro e marco de 2016.
Quarenta e oito amostras refrigeradas foram avaliadas, e 22 delas foram
congeladas para analise posterior, independente da motilidade apresentada na
amostra refrigerada, com o intuito de se obter diferentes valores de motilidade
para avaliacdo (aprovacdo do Comité de Etica de Uso Animal da Pontificia

Universidade Catolica, Parana - registro no. 1021).

2.3. Avaliagcdo espermatica
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As analises foram realizadas na porcéo livre de gel, apés filtracdo. A
concentragdo espermatica foi realizada com camara de Neubauer melhorada,
como recomendado pelo CBRA [18], para fins de célculo para refrigeracdo e

congelamento do sémen [17,19].

Para analises de motilidade, uma gota da amostra era colocada em lamina
e laminula aquecidas a 37° C e o video era gravado em aumento de 400x. A
porcentagem de motilidade total foi o parametro avaliado por trés métodos:
avaliacao visual (2 avaliadores), plugin gratuito do ImageJ [16] (CASAF) e um
sistema CASA comercial (CCASA) (Hamilton-Thorne Sperm Analyzer, Hamilton

Thorne Research, Beverly, MA, USA) pertencente a Universidade de Sao Paulo.

A avaliacdo da motilidade de 48 amostras refrigeradas do sémen foi
realizada visualmente por dois técnicos experientes nos videos gravados e,
posteriormente, os videos foram também analisados no CASAF, com intencao

de validar o sistema [8,11,14].

As 22 amostras congeladas foram avaliadas por CCASA e, com a mesma
lamina e gota, foram gravados videos para avaliacdo visual e com o0 CASAF. A
lamina foi mantida a 37° C no CCASA, sendo esta temperatura mantida por uma
placa aguecedora no microscopio 6ptico, e o video foi gravado no intervalo de
um minuto apés a avaliacao pelo CCASA para evitar grandes variacoes.

Dessa forma, 22 amostras de sémen congelado foram analisadas pelo
CCASA, e 70 amostras, incluindo 48 amostras de sémen refrigerado e 22
amostras de sémen congelado, foram avaliadas visualmente e por CASAF,
sendo as amostras divididas para comparacdo de acordo com o método de

avaliacao.
2.4. Configuracdes do CASAF
2.4.1. Processamento prévio

Para abrir os videos com o ImageJ € necessario o formato "mjpeg”, por
isso foram convertidos. Foram utilizados 120 quadros (2 segundos) de video
porque, quando menos quadros eram usados, muitos espermatozoides nao
eram contados. Como os videos foram gravados sem “zoom digital” da camera
de telefone celular (manutencao da qualidade), a imagem dos espermatozoides

localiza-se em uma area circular do video. Para resolver o problema, foi
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seleciona uma éarea em forma de quadrado, contendo espermatozoides e
utilizada a ferramenta “crop” para analisar somente a area selecionada (Figura
2).

Fig. 2. Uso da ferramenta "crop” do ImagedJ para selecionar area do video a ser analisada com
0 plugin CASA [16] (CASAF).

O fundo foi entdo removido, permitindo que somente as cabecas dos

espermatozoides permanecessem visiveis (Figura 3A).

A seguir, a imagem foi ajustada utilizando “threshold” em preto e branco,
na opcgao “default”. Isso fez com que as cabecas dos espermatozoides
aparecessem pretas em fundo branco (Figura 3B). Somente entdo o plugin

CASA era selecionado.
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Fig. 3. (A) Espermatozoides da area a ser analisada apds remog¢éo do fundo no ImageJ. (B)

Espermatozoides apds uso da ferramenta "threshold” do ImageJ.

2.4.2. Configuracdes do plugin CASA

As configuragdes usadas para Zebrafish aparecem automaticamente no
plugin CASA [16]. O plugin é muito especifico para a configuragdo desenvolvida
[11], ndo sendo capaz de identificar corretamente os espermatozoides de

garanhao com os valores previamente determinados para Zebrafish.

Apds experimentacdo e comparacdo visual quadro a quadro foram
determinadas as modificagcbes necessarias, elegendo os parametros que
permitiram a melhor identificacdo das células esperméticas. Os valores
modificados foram: "Minimum sperm size”: 1. "Maximum sperm size”: 250.
"Minimum track length”: 20. "Maximum sperm velocity between frames”: 20.

"Frame rate”: nesse estudo, 59.

O tempo médio para analisar cada amostra, desde a conversao do video

até a obtencao dos resultados, foi calculado.
2.5. Andlise Estatistica

O teste de ANOVA foi usado, considerando as amostras pareadas, para
comparar as médias de analise visual entre dois técnicos e o CASAF (70
amostras), assim como para comparar as médias dos valores das 22 amostras
congeladas entre os dois profissionais, o0 CASAF e o CCASA. Foi calculada a

porcentagem de variacdo de CASAF em relacdo a CCASA. Posteriormente o
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teste de Qui-quadrado foi usado, considerando-se o CCASA como método
padréo para checar os acertos e erros obtidos com o CASAF e a andlise visual.
Os acertos foram determinados como valores préximos aos obtidos por CCASA,
em uma margem de 10% acima ou abaixo, para incluir respostas ndo exatas

porém mantendo rigorosidade.

Foi aplicado o teste de Correlacdo de Pearson entre o CCASA e 0 CASAF,
e também entre o CASAF e uma média das duas analises visuais. O software
Statgraphics Centurion XVI (2009) foi utilizado para as analises estatisticas.

Diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando P<0,05.
3. Resultados e discusséo

Aman e Waberski [3] comentam a importancia de se disponibilizar um
sistema mais acessivel, para ser usado por veterinarios de campo, pelo fato do
sistema CCASA ser dispendioso além de ser ainda pouco utilizado. Como existe
um plugin CASA gratuito disponivel [16], as condigces minimas para analisar

sémen de garanhBes a campo foram testadas pelo nosso grupo de pesquisa.

Em nosso estudo, o principal obstaculo foi gerar imagens de qualidade,
pois as andlises posteriores dependeriam fortemente disso [11,15]. Sem o
microscopio de contraste de fase, as células esperméticas ndo sao identificadas
facilmente, corroborando relatos [15]. Nosso grupo detectou que mediante a luz
de LED as imagens geradas eram melhores do que as produzidas por luz
halégena, pois o campo era iluminado mais uniformemente, otimizando a
visualizacao, fato este muito importante [11]. Adicionalmente, com 0 aumento de
400x as células espermaticas foram melhor identificadas. Para garantir que o
telefone celular permanecesse imével durante a gravacao do video, foi utilizado

um adaptador de fixacdo de camera.

No presente estudo, a priori foi tentado realizar analise de motilidade da
amostra do sémen em uma camara de Neubauer melhorada, visando dar
condicbes a que o0s espermatozoides pudessem nadar livremente [3], e
realizando a contagem espermatica (concentracdo) simultaneamente. O
movimento dos espermatozoides em uma camara com 0,1mm de profundidade
(rotineiramente utilizada) € natural, evitando a necessidade de sistemas de

correcdo; porém esse tipo de camara é muito profundo para ser utilizado nos
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sistemas CASA [3]. As células frequentemente saem de foco, tornando a analise
impossivel [11], o que ocorreu no presente estudo. Por isso, foi escolhido utilizar
a andlise de motilidade total em uma lamina convencional, o que permitiu que o

sistema fizesse a correta identificacdo dos espermatozoides.

Neste estudo varios testes nas configuracdes do plugin CASA [16] foram
executados, com o objetivo de rastrear corretamente as células moveis e
identificar as células estaticas (Figura 4), antes do estabelecimento das
configuracdes usadas.
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Fig. 4. Imagem obtida apds a aplicacdo das configura¢des para equinos no plugin CASA do
ImageJ (CASAF) [16], com o rastreamento dos espermatozoides moveis e identificacdo dos
estaticos.

O total de amostras avaliadas apresentou motilidades variando de 0 a
99%. Em equinos a motilidade do sémen a fresco apresenta em média 70%,
enquanto que em sémen congelado deve apresentar no minimo 30% para ser
utilizado comercialmente [18,19]. Como foram congeladas amostras sem
considerar a motilidade a fresco, foram obtidos diversos valores nas analises das
amostras congeladas, resultando em uma média inferior & 30% de motilidade.
Para as comparacdes entre CASAF e analises visuais foram agrupadas as
amostras refrigeradas e congeladas, pois o objetivo era a comparacdo dos
meétodos de avaliacdo e ndo dos valores de motilidade, o que resultou em uma

média préxima a obtida para sémen congelado.
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Os testes de ANOVA nao resultaram em diferenca entre as 70 amostras
visualmente estimadas (por dois técnicos) e as por meio do CASAF (P=0,93).
Igualmente n&o houve diferenca nas 22 amostras congeladas quando checadas
visualmente, no CASAF e no CCASA (P=0,35) (Tabela 1), configurando-se como
um achado importante, demonstrando a consisténcia do CASAF com o0s

métodos rotineiros (analise visual) e objetivos (CCASA).

Tabela 1 - Motilidade total de sémen de garanh&o obtida com ImageJ CASA plugin (CASAF),

avaliada por dois técnicos e pelo CASA comercial (CCASA). (x £ s da porcentagem).

Amostras de sémen refrigerado Amostras de sémen congelado

e congelado x £ s (n=70) X £ s (n=22)
CASAF 37,9+25,82 23,4+15,92
Observadorl 37,6+25,02 25,5+18,82
Observador2 37,5+25,52 25,8+18,52
CCASA - 25,2+18,32

Letras diferentes nas colunas representam diferencas significativas entre os grupos (P<0,05).

A correlacéo entre CCASA e CASAF foi significativa, positiva e elevada
(r=0,95; P<0,0001), e o diagrama de dispersao esta representado na Figura 5. A
correlacdo entre CASAF e a média das analises visuais também foi significativa,
positiva e alta (r=0,92; P<0,0001), demonstrando a relagdo do CASAF com

outros métodos.
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Fig. 5. Diagrama de dispersdo das porcentagens de motilidade total de 22 amostras de sémen
de garanhao obtidas com CASA comercial (CCASA) e CASA plugin do ImageJ (CASAF).

Para aprofundar e estabelecer a andlise estatistica, testes de Qui-
quadrado foram elaborados, considerando o CCASA como padrdo. Muito
embora diferentes sistemas CASA ndo devam ser comparados, devido as
diferencas nos algoritmos [3,7], 0 objetivo no presente estudo era verificar se o
CASAF seria capaz de gerar resultados similares aos obtidos em um CASA
comercial para 0 mesmo parametro, sendo esta uma das razdes fundamentais
pelas quais foi avaliada somente a motilidade total, a qual ndo parece depender
tao fortemente do algoritmo. Por outro lado a ndo-avaliacao e a ndo-comparacao
entre 0 CCASA e a CASAF relativamente a concentracdo seminal no presente
estudo, deveu-se ao fato de que a motilidade foi avaliada em lamina nos dois
sistemas. Portanto, a concentracao foi determinada pelo método padrao (camara
de Neubauer) [18], ndo sendo comparada a outro método. Foram verificados
resultados mais consistentes ao serem estabelecidas comparagdes entre dois
sistemas CASA, do que entre analises subjetivas e cada CASA em si, resultando
ainda assim em diferencas na ordem de 30% [20].

No presente estudo, os testes de Qui-quadrado consideraram uma
variacdo de 10% na diferenca absoluta entre os métodos, para abranger as
diferencas entre sistemas e as condicfes de andlise (a campo), mantendo a
rigorosidade. Nao houve diferenca significativa entre os acertos e erros de
CASAF comparado a CCASA (P=0,14), diferente da acuraria encontrada por
Elsayed et al. [11], que foi baixa sem uso do contraste de fase. Eles realizaram
testes com o plugin CASA gratuito [16], com e sem microscopio de contraste de
fase, verificando que, sem o contraste de fase, a acuracia foi de apenas 0,5-5%

para sémen de touro.

Utilizando o Qui-quadrado para comparar estimativas visuais (média de
dois técnicos) individualmente com o CCASA, foram encontradas diferencas
significativas na proporgcédo de acertos e erros (P=0,04), muito embora nao se
tenha verificado diferenca entre as médias com ANOVA. Na tabela 2 as médias,
o0 desvio padrdo, subestimativas e superestimativas dos trés métodos estao

descritas para as amostras de sémen equino congeladas.
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Tabela 2 - Motilidade total (xts), acertos, superestimacdes e subestimagcbes de sémen
congelado de garanhdo avaliado pela observagcdo visual e plugin do Imageld (CASAF)
comparados ao CASA comercial (CCASA).

Motilidade Acertos Superestimacdo Subestimacéo

(xxs) n (%) n (%) n (%)
CASAF 23,4+15,92 20/22 (91) 0/22, (0.0) 2/22 (9.0)
CCASA 25,2+18,32 22/22 (100)  0/22 (0.0) 0/22 (0.0)
Visual  25,7+18,62 16/22 (72,7)* 3/22 (13,6)* 3/22 (13,6)*

Médias e desvio padrdo representam porcentagem de motilidade total; acertos e erros estao
representados em numeros/total de amostras e porcentagem; Qui-quadrado foi feito entre
CASAF e CCASA e entre andlise Visual e CCASA,

* Representa diferenga significativa (P<0,05) entre os acertos e erros do método na linha em
questdo em relacéo ao CCASA

Letras diferentes nas colunas representam diferencas significativas entre os grupos (P<0,05).

Na média, o CASAF (23,4+15,9) subestimou a porcentagem de motilidade
total em 7,2% comparado ao CCASA (25,2+18,3), 0 que representa menor nivel
de problema do que se fosse a superestimacéo. As doses de IA séo calculadas
tendo como base o nimero de espermatozoides viaveis. Assim, a subestimacao
nao gera uma dose inseminante com menor nimero de espermatozoides do que
a dose minima estabelecida, muito embora possa resultar em menor niumero de
doses por garanhao [1]. Estudos [13] reforcam que andalises computadorizadas
do sémen tendem a ser mais criteriosas e portanto os valores gerados sao
menores do que os obtidos com o olho humano. Nesse estudo as médias foram
semelhantes, porém erros de subestimacdo e superestimacdo ocorreram na

analise visual, dependendo da amostra (Tabela 2).

As médias de motilidade das trés metodologias ndo resultaram em
diferencas significativas entre si. Ao se realizar andlise individualizada (Qui-
quadrado) confrontando as proporcdes de acertos entre 0 CASAF e o CCASA
igualmente ndo houve diferenga; contudo nas comparacdes individuais entre
andlise visual e CCASA verificou-se diferenca (P<0.05). Portanto, em geral
(como demonstrado pelo teste ANOVA), as analises visuais podem ser precisas,
desde que processadas por profissionais experientes [3], mas quando as

amostras foram comparadas individualmente ao método objetivo, foi observada
23



uma taxa de erro significativa. Por conseguinte a utilizacdo de tecnologia para

realizar esse tipo de andlise reveste-se de importancia, sendo recomendada [11].

Os desenvolvedores do plugin [16] recomendam que ele seja usado com
microscépio de contraste de fase e cameras de alta velocidade. Nosso grupo
verificou que, em condi¢cbes de campo, com um microscopio de luz de LED
comum e uma camera de celular (tipo Samsung Galaxy S5 ou superior), o plugin
CASA gratuito [16] foi capaz de detectar e avaliar corretamente a porcentagem
de motilidade total de sémen de garanhdes. Elsayed et al. [11] realizaram testes
com o plugin CASA gratuito [16], relatando que os dados obtidos com leituras
em microscopios opticos ainda podem ser empregados, enfatizando contudo que
microscépios de contraste de fase sdo superiores. Os mesmos autores também
utilizaram cameras com taxa de 30 quadros/segundo, mas o movimento lateral
espermatico nao foi capturado de forma precisa. Para as configuracdes
estabelecidas em nosso estudo nao foi possivel realizar as analises
corretamente com taxa de quadros inferior a 59 quadros/segundo. Portanto, para
ser possivel a comparacéo entre diferentes sistemas CASA, Elsayed et al. [11]
afirmam que a taxa de quadros deve conter no minimo 60 quadros/segundo,

como executado no presente experimento para CASAF e CCASA.

O tempo utilizado para a execuc¢do das andlises no plugin foi reduzido,
resultando em média de 2,17+0,07 minutos/amostra, considerando o tempo para

converter o video, processar as imagens e realizar a analise.

4. Conclusao

Concluiu-se ser possivel determinar a porcentagem total de motilidade
espermatica de garanhées com o ImageJ em condicbes de campo, com
resultados consistentes aos verificados em sistemas comerciais; o plugin do
ImageJ (disponivel em codigo aberto), mostrou-se totalmente viavel na avaliagdo
do sémen equino a campo, ao ser utilizado: um adaptador (fixador) universal
para smartphone as lentes oculares, analise de 59 quadros/segundo,
processamento das imagens e configuracdes do plugin adequadas para equinos,
conferindo ao presente estudo aspecto inovatorio; os resultados verificados entre

0 CCASA e o CASAF mostraram a consisténcia de resultados entre si;
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embasado pelos resultados, o uso do CASAF foi bastante simplificado, ao se

adotar um microscépio 6ptico com luz de LED e uma camera de telefone celular.
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CAPITULO 3
(Artigo cientifico a ser submetido para publicacédo no periédico

Theriogenology)

USO DO IMAGEJ, CAMERA DE SMARTPHONE E MICROSCOPIO OPTICO
PARA AVALIAR A CONCENTRACAO ESPERMATICA DE GARANHOES

USE OF IMAGEJ, SMARTPHONE CAMERA AND LIGHT MICROSCOPE TO
EVALUATE STALLION SPERM CONCENTRATION

RESUMO

A concentracdo espermatica é parte do exame androlégico, e pode ser avaliada
por varios métodos. O hemocitbmetro € o padréo, mas dispende tempo. Anélises
computadorizadas (CASA) sao onerosas e necessitam de padronizagao. Para
analisar concentragcdo o CASA ainda é limitado a adicdo de corantes ou
melhorias no software. O objetivo desse estudo foi testar o uso do programa de
codigo aberto Imaged para determinar a concentracdo espermatica de
garanhdes em condi¢cdes de campo, usando microscopio Optico e camera de
celular acoplada a ocular por um adaptador de smartphone. As imagens foram
previamente processadas (gradeamento, corte, remogao de fundo e “threshold”)
visando condic¢des ideais de analise. Foram analisadas 108 amostras de sémen
equino a fresco com hemocitémetro (Neubauer) e ImageJ (ImageJ), usando-se
fotos da mesma camara onde foi executada a contagem. Foram analisadas 19
dessas amostras em um CASA comercial (CCASA). As comparagbes foram
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realizadas por teste de Friedman, de Dunn, teste t pareado, correlacdo de
Pearson e Qui-quadrado (total e entre classes de concentracdo: <100, 100-200,
200-300, >300 x108/mL), considerando como acertos valores em uma margem
de 10% do valor da Neubauer (padrao). Houve diferenca na concentracdo media
seminal entre CCASA (381,1+212,2) e Neubauer (239,4+180,3) demonstrada
por teste de Dunn e teste t pareado, porém nao houve diferenca (Dunn) entre
ImageJ (210,2+147) e Neubauer (206,1+143,7). Considerando a diferenca média
entre os métodos, o ImageJ superestimou a concentracdo obtida com a
Neubauer em 1,9%, enquanto que o CCASA superestimou em 59,2%. A
correlacdo entre ImageJ e Neubauer foi positiva e significativa (r=0,99;
P<0,0001). A proporcgéao de acertos de ImageJ e CCASA foi diferente (P<0,0001)
em relacdo a Neubauer, tendo o ImageJ atingido 73% de acertos, e 0 CCASA,
apenas 5%. Os erros do ImageJ comparados a Neubauer por classes foram
significativos somente nos dois grupos de menores concentracdes, corroborando
relatos de imprecisdo dos métodos computadorizados em amostras pouco
concentradas, ao passo que o CCASA obteve erros de superestimacéo
significativos em todas as classes. Devido a variacdo de contagem da prépria
camara de Neubauer, a diferenca entre ela e o ImageJ foi aceitavel. Concluiu-se
ser viavel a analise da concentracao de sémen equino com o ImageJ, associada
a microscopio de luz e camera de celular, resultando em valores proximos aos
obtidos com hemocitdmetro, dispensando a necessidade da contagem manual.
Palavras chave: CASA. Concentracdo. Sémen. ImageJ. Garanhdao.
Smartphone.

ABSTRACT

Sperm concentration is part of the breeding soundness examination, and can be
assessed by various methods. Hemocytometer is considered standard, however
it is time consuming. Computer assisted sperm analysis (CASA) are expensive
and need standardization. The use of CASA to assess concentration is limited to
the addition of dyes or improvements on the software. The aim of this study was
to test ImageJ open source program to analyse concentration of stallion sperm in
field conditions, with a light microscope and cell phone camera attached to the
eyepiece with a smartphone adapter. Images were enhanced previously (“grid”,
“crop”, background subtraction and “threshold”) aiming ideal analysis conditions.
Samples (108) of fresh equine semen were analyzed with hemocytometer
(Neubauer) and ImageJ (ImageJ), using photos of the same chamber, after
perform counting. Nineteen of these samples were also analyzed in a commercial
CASA (CCASA). Comparisons were made using Friedman, Dunn's and paired t
test, Pearson’s correlation and Chi-square (total and within classes of
concentration: <100, 100-200, 200-300, >300 x108/mL), considering as correct,
values within a margin of 10% of those obtained with Neubauer. There was
significant difference between average concentration found by CCASA
(381,1£212,2) and Neubauer (239,41£180,3), shown by Dunn’s and paired t test,
but no difference (Dunn’s) between ImageJ (210,2+147) and Neubauer
(206,1+£143,7) was found. Considering average difference between methods,
ImageJ overestimated concentration obtained with Neubauer in 1,9%, while
CCASA overestimated in 59,2%. The correlation between ImageJ and Neubauer
was positive and significant (r=0,99, P<0,0001). Proportion of correct answers
obtained with either ImageJ or CCASA was different (P<0,0001) from Neubauer.
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ImageJ achieved 73% of correct answers and CCASA only 5%. Errors of ImageJ
compared to Neubauer in classes were significant only in the two groups with
lower concentration, corroborating reports of imprecision of computerized
methods in low concentrated samples. CCASA obtained significant
overestimation errors in all classes. Since there is a variation in Neubauer
chamber itself, the difference between this method and the ImageJ was
acceptable. We conclude that it is possible to analyze concentration of equine
semen with ImageJ using a light microscope and a cell phone camera, resulting
in values close to those obtained with hemocytometer, with no need of manual
counting.

Keywords: CASA. Concentration. Semen. ImageJ. Stallion. Smartphone.

1. Introduction

A concentracdo espermatica constitui uma avaliacdo basica fundamental
do exame androldgico, que gera informagfes do niumero de doses inseminantes
e a quantidade de diluente necessario para o transporte, evento importante na

utilizacdo do sémen em grande numero de éguas [1,2].

A analise de concentracdo espermatica pode ser executada mediante
diversos métodos, destacando-se o hemocitdmetro como a forma mais precisa,
indicado pelo CBRA [3]. No entanto, todas as metodologias estdo sujeitas a
erros, uma vez que dependem de prévia diluicdo, pipetagem e preenchimento

manual da camara [4,5].

Testes de controle de qualidade nas contagens entre laboratérios usando
o hemocitdmetro mostraram uma diferenca média de 37,5%, concluindo-se que
as variagcdes foram maiores em amostras pouco concentradas e menores em
amostras com concentracdo elevada [6]. Em outro estudo [7], variacdes
individuais de um técnico, variacdes entre técnicos e variacbes de um valor
estabelecido foram de 12,5% até 16,6% em contagens com hemocitdmetro. A
contagem de células pelo hemocitdmetro demanda em mais tempo do que outros

métodos, mas o hemocitbmetro é considerado padrao [3,8,9].

O sistema de analise espermatica assistida por computador (CASA) € um
método objetivo que utiliza "hardware” e “software” para detectar, caracterizar,
rastrear e contar células em um microscopio de contraste de fase com camera
acoplada [4,10]. Apesar de ser eficiente para avaliar parametros de motilidade,

a contagem de células com o CASA rotineiramente constituiu-se em uma
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dificuldade e limitacdo em diversas espécies. Células com forma e tamanho
similar a espermatozoides podem resultar em superestimacao da concentragdo
real, alterando em muito os resultados de amostras pouco concentradas. Em
amostras com elevada concentracdo, algumas células podem deixar de ser
contadas [11-13]. Isso pode acarretar valores superestimados ou subestimados
da concentracdo, dependendo da amostra. Zinaman et al. [5] verificaram
variacéo de 12,1% do CASA (comercial) em relagdo ao hemocitometro.

Um valor inadequado de concentracao obtida pelo CASA pode afetar a
avaliacdo de motilidade, pois uma identificacdo espermatica incorreta pode
mudar os resultados [11]. Existe uma inabilidade do sistema (CASA) de gerar
resultados precisos para amostras com concentra¢cdo maior do que 50 ou menor
do que 20 milhdes de espermatozoides/mL [11,13]. Iguer-Ouada e Verstegen
[12] utilizaram espermatozoides mortos, obtendo deste modo resultados mais
acurados, o que sugere que os problemas eram devido a colisdo das células se
movendo. Os erros podem ser minimizados com o0 uso de corantes para auxiliar
a correta identificacao de células esperméticas, ou mediante aprimoramentos de
“software”, como sistemas anti-colisao [5,14]. Verstegen et al. [11] sugerem que
as amostras tenham a concentracdo avaliada com as células mortas, para que
a amostra possa ter sua concentracao ajustada para valores adequados antes
da realizacdo de andlise de motilidade. Os resultados obtidos com o CASA
podem ser seriamente afetados por pequenas mudancas na configuracao,

fazendo-se necessaria a padroniza¢ado dos parametros [11,15,16].

Amann e Waberski [4] frisam a importancia de um CASA para uso a
campo com somente trés ou quatro analises, garantindo acessibilidade para
veterinarios de campo. Em um estudo [17] foi testado 0 uso de um microscépio
Optico com camera acoplada na ocular para melhorar o custo beneficio, uma vez
gue os sistemas comerciais tendem a ser onerosos. As imagens foram
melhoradas para melhor identificacdo dos espermatozoides devido a falta de
contraste e nitidez. Wilson-Leedy e Ingermann [18] desenvolveram uma
extensdo (plugin) gratuito para o ImageJ (programa de cédigo aberto para
processamento de imagens desenvolvido pelo National Institutes of Health

https://imagej.nih.gov/ij/), utilizando microscopio de contraste de fase para

avaliar o sémen de Zebrafish, disponibilizando o plugin para outras pesquisas.
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O objetivo do presente estudo foi o de testar a capacidade do ImageJ
analisar corretamente a concentracdo espermatica de sémen de garanhées com
imagens obtidas a partir de um smartphone acoplado a um microscopio de luz

sem contraste de fase.

2. Materiais e Métodos

(Estudo aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal da Pontificia Universidade

Catolica, Parana, no. 1021).

2.1. Microscépio e camera

Foi utilizado um microscépio com iluminacéo de light emitting diode (LED)
(Bioptika, modelo B20, Colombo, Parana), com um adaptador universal para
smartphones  acoplado a ocular (Figura 1) (adaptado  de:
http://www.thingiverse.com/thing:78071) e as imagens foram obtidas com um

smathphone (Samsung Galaxy S5).

Fig. 1. Microscopio de luz de LED com adaptador universal para smartphone, smartphone no

suporte, acoplado a lente ocular.

2.2. Animais e coleta de amostras
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As coletas de sémen foram executadas usando uma égua como
manequim e vagina artificial [19]. Garanh&es higidos e sem histérico de doenca
reprodutiva, com idade entre 3 e 20 anos, de raga Crioula, Quarto de Milha e
Apaloosa de diferentes propriedades particulares foram utilizados nesse estudo,
gerando um total de 108 amostras. As propriedades localizavam-se na regiao
metropolitana de Curitiba, situada no 25° 25’40 S e 49° 16’23 O, Parana, Brasil.
As coletas foram realizadas entre marco de 2015 e margo de 2016, abrangendo

periodos dentro e fora da estacéo reprodutiva.

2.3. Avaliacéo da concentracdo espermatica

Para esta caracteristica foram utlizadas trés metodologias.
Primeiramente, as amostras livres de gel, a fresco, foram analisadas com
hemocitdmetro (camara de Neubauer melhorada) (método Neubauer). A diluicdo
utilizada foi de 1:20 em solucdo formol-salina-tamponada, e foram contados 5
quadros centrais de cada lado da camara, considerando diferenca aceitavel
entre os dois lados de 10% [3]. Imediatamente ap6s a contagem visual dos
espermatozoides na Neubauer, as amostras foram fotografadas com o
smartphone na mesma camara (aumento 400x), em areas sem grade, para
analise posterior com o ImageJ (método ImageJd), totalizando 108 amostras
avaliadas com os dois métodos (Neubauer e ImageJ). Dezenove dessas
amostras foram também analisadas com o CASA comercial (CCASA) (Hamilton-
Thorne Sperm Analyzer, Hamilton Thorne Research, Beverly, MA, USA) da
Universidade de Sao Paulo, utilizando ISASD4C20L camaras descartaveis de

contagem (Proiser, Paterna, Spain).
2.4. Configuracdes do ImageJ

2.4.1. Processamento das imagens

Foi utilizada uma imagem das grades centrais do hemocitbmentro para
estabelecer o tamanho em pixels de um quadrado dentre os 25 existentes
(Figura 2).
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Fig. 2. Foto da &rea central da cAmara de Neubauer para determinagdo do tamanho em pixels

correspondente a um quadro.

Foi analisada uma foto de cada amostra, visando garantir os beneficios
de tempo de analise e verificar a capacidade do programa de gerar resultados
representativos e semelhantes aos obtidos apds a contagem bilateral da camara
de Neubauer.

As imagens foram abertas no ImageJ na mesma matriz de pixels
(resolucdo) em que foram tomadas (2988 x 5312). Uma vez aberta a imagem,
foi utilizado o plugin “Analyse” para colocar um novo “grid”, jA que a imagem a
ser analisada deve ser de area sem grade. O “grid” deve ter “area per point”

correspondente ao tamanho em pixels de um quadrado da camara de Neubauer.

A é&rea selecionada incluia dois quadrados gerados pelo “grid”,
eqguivalentes ao tamanho de dois quadros centrais da Neubauer, que eram entédo
posicionados no centro da imagem dos espermatozoides. A seguir era utilizada
a ferramenta “crop” para contar somente células dentro do tamanho

correspondente a dois quadrados (Figura 3).
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Fig. 3. Uso da ferramenta “crop” do ImagedJ para selecionar o tamanho da area a ser analizada
para a contagem de células espermaticas.

O fundo era removido e a imagem era ajustada com o uso de “threshold”

em preto e branco, na opgao “default" (Figura 4A e 4B).
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Fig. 4. (A) Area a ser analisada no Imagel apds remocdo do fundo. (B) Area com

espermatozoides a serem analisados no ImageJ apds uso da ferramenta “threshold”.
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2.4.2. Contagem espermatica no ImageJ

Foi utilizada a ferramenta “analyse” e entdo “analyse particles”, usando o
tamanho 170-Infinity e circularidade 0.0-1.00. O numero total representa 0s
espermatozoides em dois quadrados, portanto esse valor era dividido por 2, para
gerar o numero de células em um quadrado, e multiplicado por 5 para fornecer
0 numero de células esperméticas em milhdes/mL [3].

O tempo médio para realizar as analises no ImageJ, desde a abertura das

fotos no programa até o célculo dos resultados, foi monitorado.

2.5. Analise estatistica

Os dados nao assumiram a normalidade. Portanto, foram utilizados os
testes de Friedman e de Dunn para comparar as médias dos trés métodos,
considerando as amostras pareadas. Foi usado também teste t pareado para
comparar somente as 19 amostras entre CCASA e Neubauer. Foi calculada a
porcentagem de variacdo em relacdo a Neubauer para o CCASA e ImageJ.

Erros individuais das amostras analisadas com ImageJ e CCASA foram
calculados utilizando o teste do Qui-quadrado, considerando a Neubauer como
padrdo. Os valores de ImageJ e CCASA eram considerados certos quando
iguais ou proximos aos obtidos pelo padrdo, em uma margem de 10% acima ou
abaixo do valor, ja que essa margem existe para a propria camara de Neubauer
considerando a contagem dos dois lados [3]. Logo, o valor da margem foi
escolhido para conferir rigorosidade semelhante a encontrada no método
padrdo. As amostras analisadas também foram divididas em quatro classes de
concentragdo: abaixo de 100 milhfes de células/mL; entre 100-200 milhdes de
células/mL; entre 200 e 300 milhdes de células/mL; e acima de 300 milhdes de
células/mL, usando o Qui-quadrado para comparar 0s acertos e erros de cada
classe dos métodos ImageJ e CCASA, considerando a Neubauer como padrao
e uma margem de 10%.

Executou-se a correlacdo de Pearson e a regressao linear entre o método
padrao e os métodos computadorizados. O software Statgraphics Centurion XVI
(2009) foi utilizado para as andlises estatisticas, considerando-se diferenca

estatistica significativa ao nivel de P<0,05.

3. Resultados e Discussao
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O objetivo do corrente estudo foi verificar a possibilidade de uso do
programa gratuito ImageJ para determinar a concentragdo espermética de
garanhdes em condi¢cbes de campo, com o intuito de otimizar o custo-beneficio,
uma vez que o CASA é dispendioso. No estudo foram comparados os resultados
do CCASA, do ImageJ e do método padrédo (hemocitdbmetro-Neubauer). O maior
desafio foi a obtencdo de fotos em um foco adequado para que o programa
pudesse executar a analise da concentracao, ja que o foco ideal difere do do olho
humano.

Verificou-se que a andlise era otimizada, quando o foco era direcionado a
cabeca do espermatozoide, ao invés do direcionamento a célula espermatica por
inteiro (Figura 5A e 5B), pois a diferenca de tonalidade na mesma célula
espermatica, quando muito evidente, pode ser contada como duas células distintas
pelo ImageJ. Além disso, foi muito importante escolher um campo com distribui¢éo
homogénea de células. As imagens foram tiradas da mesma camara onde foram
realizadas as contagens visuais.

Fig. 5. (A) Foco ideal para contagem espermatica utilizando o ImageJ. (B) Foco ideal para
identificacdo espermatica com o olho humano, porém inadequado para contagem com ImageJ
devido a presencga de diferentes tonalidades na cabeca da mesma célula.

O teste de Friedman mostrou diferenca (P<0,0001) entre os trés métodos,

ao se comparar as médias das 108 amostras analisadas com ImageJ e Neubauer,
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bem como das 19 amostras analisadas com CCASA, de forma que as amostras
fossem pareadas quando apresentassem dados correspondentes em outro grupo.
O teste de Dunn indicou que a diferenca acontecia entre 0 CCASA e a Neubauer
e entre 0 CCASA e o ImageJ, ndo havendo contudo, diferenca significativa entre o
ImageJ e a Neubauer (P>0,05). Para comparar somente a média das 19 amostras
analisadas no CCASA a Neubauer foi realizado teste t pareado, com diferenca
significativa entre os métodos (P<0,0001) (Tabela 1).

Tabela 1 - Média e desvio padrdao (milhdes espermatozoides/mL) da concentragdo de sémen de
garanhdo calculada pelo ImageJ e pelo CCASA comparados a técnica padrdo (camara de

Neubauer), bem como as diferencas entre os métodos.

Amostras Quantidade Diferengca Média Amostras Quantidade Diferenca
(n=108) espermatozoide/ (%) (n=19) espermatozoide/ Média (%)
mL (milhdes) mL (milhdes)

Xts Xts
ImageJ 210,2 + 147,02 1,9% CCASA 381,1+212 22 59,2%
Neubauer 206,1 + 143,72 Neubauer 239,4+180,3°

Diferentes letras na mesma coluna representam diferenca significativa entre os grupos (P<0,05).

A média das 108 amostras analisadas pelo ImageJ, superestimou os valores
encontrados na Neubauer em 1,9% (Tabela 1). Por sua vez, o CCASA
superestimou os valores obtidos na Neubauer para as 19 amostras, em 59,2% em

meédia (Tabela 1), confirmando relatos de Iguer-Ouada e Verstegen [12] ao
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verificarem uma superestimacao de 70,0 %, usando o CASA comparado ao
hemocitbmetro.

Considerando que o método padrdo (Neubauer) também possui uma
variacdo aceita de 10% [3] e relatos de variacdes até maiores [6,7], uma variacdo
de 1,9% no valor obtido pela Neubauer € aceitavel, uma vez que a fonte do erro
pode ser oriunda tanto da contagem realizada com o olho humano no
hemocitdbmetro quanto do programa em si.

Para investigar os erros individuais dos métodos foi feito o teste de Qui-
quadrado, considerando uma variacao de 10% do valor da Neubauer (considerado
como padréo). Foram verificadas diferencas significativas comparando o CCASA
ou o ImageJ versus Neubauer (P<0,0001). O ImageJ atingiu 73,0% de acertos, ao
passo que o CCASA, apenas 5%. O numero de acertos, superestimacdes e

subestimacdes esta especificado na Tabela 2.

Tabela 2 - Nimeros e percentual de acertos e erros das concentragfes esperméaticas de sémen de

garanhao, obtidas com o ImageJ ou CCASA comparados a camara de Neubauer.

Comparacéo Acertos Superestimagcdo  Subestimacgéo Valor de
De métodos n (%) n (%) n (%) P
ImageJ 77/108 ( 73,0) 19/108 (17,6) 12/108 (11,1) <0,000

vs. Neubauer

CCASA vs. 1/19 (5,3) 18/19 (94,7) 0/19, (0,0) <0,000

Neubauer

Acertos e erros entdo representados em nimero encontrado/total de amostras e o percentual;

P<0,05 indica diferenca significativa.

Foi observado que a maioria dos erros ocorria em amostras pouco
concentradas. Devido a margem de 10% ser relativa ao valor encontrado na

Neubauer, verificou-se que quanto menor a concentracdo, mais restrita € a
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margem considerada correta. Assim, tendo como exemplo uma contagem de 20 x
10%/mL obtida pela camara de Neubauer, valores como 23 ou 17 x 108/mL contados
pelo ImageJ ja seriam considerados erros.

Devido ao numero de relatos de imprecisdo em amostras de baixa
concentracdo [5,11,12], decidiu-se agrupar as amostras analisadas em quatro
classes de concentragéo, separando os erros obtidos em cada classe [5]. O teste
de Qui-quadrado foi realizado novamente em cada classe. Diferengas significativas
de erros do ImageJ em relacdo a Neubauer s6 foram encontradas nos dois grupos
com menor concentracdo (< 100 milhdes de células/mL e entre 100-200 milhdes
de células/mL) (Tabela 3). Detectou-se que a porcentagem de erros foi
inversamente proporcional & concentragdo, sendo menor em amostras mais
concentradas. Isso indicou que o principal problema reside em amostras com
concentracdo baixa, corroborado por autores [11,12], porém ndo consistente com
os relatos de Zinaman et al. [5], os quais obtiveram mais erros em amostras com

elevada concentracgéo celular, empregando um sistema CASA comercial.

Tabela 3 - Numeros e percentuais de acertos e erros encontrados com o ImageJ, alocados em

guatro classes de concentracdo de sémen de garanh&o, comparados a camara de Neubauer.

Classes de Concentragéo espermética (milhdes/mL)

<100 100-200 200-300 >300
Acertos : n (%) 9/21 (42,9  31/43(72,1)* 15/19 (79,0)  22/25 (88,0)
Superestimacao: n ( %) 8/21 (38,1)* 6/43 (13,9)* 2/19 (10,5) 3/25 (12,0)
Subestimagcao: n ( %) 4/21,(19,0)*  6/43 (13,9)* 2/19 (10,5)  0/25 (,00)

Acertos e erros estéo representados em numero encontrado/total de amostras e percentual;
*Indica diferenca significativa (P<0,05) entre acertos e erros do Imagej comparado a camara de

Neubauer dentro da classe correspondente.

Mesmo quando os resultados obtidos com CCASA foram comparados em
classes a Neubauer, foi observado diferenca estatistica (P<0,05) na proporcgéo de
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acertos em todas as classes, sendo as porcentagens de acerto: 0, 0, 0 e 20% para
as classes <100, 100-200, 200-300 e >300, respectivamente.

A avaliacdo da concentracao espermatica tem sido um problema persistente
ao se utilizar métodos computadorizados. Os debris podem ser contados como
células espermaticas, superestimando amostras muito diluidas, ou pode ocorrer
subestimacédo da concentracdo de amostras muito concentradas devido a colisdo
ou a outros problemas néo identificados [5,11,12]. No presente experimento o erro
observado do CCASA em relacao a Neubauer foi de superestimacdo em todos os
casos, possivelmente devido a inclusdo de debris e células ndo espermaticas na
contagem.

A correlacdo entre o ImageJ e a Neubauer (108 amostras utilizadas) foi
significativamente elevada (r= 0,99; P<0,0001), assim como a correlacdo entre o
CCASA e a Neubauer (19 amostras) (r=0,88; P<0,0001). A regressao linear esta
demonstrada nos diagramas de dispersédo (Figuras 6 e 7). O R2 proximo a 1
encontrado na regressao linear dos valores da Neubauer e do ImageJ representa
a precisao do ajuste realizado. No entanto, a correlacdo é altamente influenciada
por valores extremos. Na analise das 19 amostras pelo CCASA contou-se com dois
valores extremamente altos, devido a variacao individual entre garanhdes, 0s quais
foram excluidos, reduzindo-se a correlagao para 0,63 (P=0,005).
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Fig. 6. Diagrama de dispersédo da regresséo linear das 108 amostras de semen de garanhao,
obtidas pela camara de Neubauer e ImageJ, onde “y” representa os valores encontrados na camara

de Neubauer, “x” representa os valores encontrados no ImageJ e “R?” representa o coeficiente de

determinacéo.
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Fig. 7. Diagrama de disperséo da regressdo linear das 19 amostras de semen de garanhéo, obtidas
pela camara de Neubauer e pelo CCASA, onde “y” corresponde aos valores encontrados pela
camara de Neubauer, “x” corresponde aos valores encontrados no CCASA e “R?” representa o
coeficiente de determinagéo.

Calculou-se ainda o tempo médio para a execucdo das andlises,
considerando o tempo de abertura das imagens no ImageJ até a finalizacdo do
calculo da concentracdo perfazendo 58,7 + 5,0 segundos, demonstrando uma
vantagem quando comparado ao método tradicional de contagem das células na
camara, que exige contagem célula por célula, o que dispende tempo [20].

Em suma, o ImageJ obteve melhores resultados do que o CCASA em
relacdo a Neubauer, pois o0 CCASA apresentou diferenca nas médias, com
variacdo de 59% em relacdo ao método padrdo, obtendo proporcdes de erros
individuais significativos em todas as classes de concentracdo. JA o ImageJ
apresentou média semelhante, com variacdo de 1,9% em comparacao a Neubauer
e correlacdo alta com o método padrdo, sendo encontrados erros individuais
somente em classes de menor concentracao, adicionalmente ao curto tempo para
andlise.

4. Concluséao

O ImageJ pode ser usado em condi¢cdes de campo, com smartphone e
microscopio de luz de LED, para avaliar a concentracao espermatica de garanhdes
apos processamento das imagens (colocacdo de grades, corte da imagem,
remocgao de fundo e uso de “threshold”), resultando em dados consistentes e
similares aos obtidos com hemocitdmetro, excluindo-se a necessidade de
contagem manual.
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CAPITULO 4

CONSIDERACOES FINAIS

Os sistemas computadorizados de analise espermatica fornecem dados
objetivos, sendo importantes em pesquisas e treinamento técnico, porém eles
ndo sdo largamente utilizados em veterinaria devido a seu alto custo e
necessidade de padronizacdo. Com o programa de codigo aberto ImageJ e o
plugin CASA nele disponivel, foi possivel realizar analises de motilidade e
concentracdo, bem como padronizar a configuracdo necesséria para leitura de
sémen de garanhdes em condicbes de campo. Os resultados obtidos foram
semelhantes aos encontrados por métodos confiaveis, sendo que foi utilizado
um microscopio comum de luz com adaptador universal para smartphone
acoplado na ocular. Isso reduz significativamente os custos com equipamentos
e torna o0 método mais acessivel.

Estudos comparando o uso do programa ao uso de outros métodos
poderdo ser realizados, podendo acrescentar melhorias em suas configuracées
e testd-lo para analise de outros parametros. Podem ser realizados
experimentos futuros com outras espécies, a fim de estabelecer as
configuracbes adequadas para cada uma, visando testar a confiabilidade do

programa com diferentes espécies.
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ANEXO

Guia resumido para submissao de artigo para a revista Teriogenology

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections
should be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not
included in section numbering). Use this numbering also for internal cross-
referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief

heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding

a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already
published should be indicated by a reference: only relevant modifications should

be described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them.
A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid

extensive citations and discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions
section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results

and Discussion section.
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Essential title page information

* Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and
family name(s) of each author and check that all names are accurately spelled.
Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was done)
below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter
immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name
and, if available, the e-mail address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at
all stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the
e-mail address is given and that contact details are kept up to date by the
corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work
described in the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address'
(or 'Permanent address') may be indicated as a footnote to that author's name.
The address at which the author actually did the work must be retained as the
main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such

footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. Since an
abstract is often presented separately from the article, it must be able to stand
alone. For this reason, references should generally be avoided, but if essential,
they must be cited in full, without reference to the reference list. Also, non-
standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if their use is
essential, they must be defined at their first mention in the abstract itself.
Abstracts must be limited to a single paragraph with no more than 2,500

keystrokes (characters plus spaces).
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Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using
American spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts
(avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing with abbreviations: only
abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will
be used for indexing purposes.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before
the references; therefore, do not include them on the title page, as a footnote to
the title, etc.. List individuals who provided help during the research (e.qg.,
providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.),
sources of financial support, and donations of products and materials.

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's

requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant
numbers xxxx, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant

number zzzz]; and the United States Institutes of Peace [grant number aaaal].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of
grants and awards. When funding is from a block grant or other resources
available to a university, college, or other research institution, submit the name

of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following

sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the

public, commercial, or not-for-profit sectors.
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Nomenclature and units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international

system of units (SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in

Sl. You are urged to consult IJUB: Biochemical Nomenclature and Related

Documents for further information.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present
simple formulae in line with normal text where possible and use the solidus (/)
instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle,
variables are to be presented in italics. Powers of e are often more conveniently
denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed

separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the
article. Many word processors can build footnotes into the text, and this feature
may be used. Otherwise, please indicate the position of footnotes in the text
and list the footnotes themselves separately at the end of the article. Do not

include footnotes in the Reference list.
Artwork

Image manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for
clarity, manipulation for purposes of deception or fraud will be seen as scientific
ethical abuse and will be dealt with accordingly. For graphical images, this
journal is applying the following policy: no specific feature within an image may
be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced. Adjustments of
brightness, contrast, or color balance are acceptable if and as long as they do
not obscure or eliminate any information present in the original. Nonlinear
adjustments (e.g. changes to gamma settings) must be disclosed in the figure

legend.
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Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

» Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New
Roman, Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

+ Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.
» Submit each illustration as a separate file.

A detailed quide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed
information are given here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,
PowerPoint, Excel) then please supply 'as is' in the native document format.
Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your
electronic artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of
the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum
of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a
minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale),
keep to a minimum of 500 dpi.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG);
these typically have a low number of pixels and limited set of colors;

» Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.
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Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or
JPEG), EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If,
together with your accepted article, you submit usable color figures then
Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in
color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not
these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color
reproduction in print, you will receive information regarding the costs
from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your

preference for color: in print or online only. Further information on the

preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not
attached to the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure
itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations

themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Text graphics
Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. If you
are working with LaTeX and have such features embedded in the text, these

can be left. See further under Electronic artwork.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed
either next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end.
Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text
and place any table notes below the table body. Be sparing in the use of tables
and ensure that the data presented in them do not duplicate results described

elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.

References
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Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the
reference list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be
given in full. Unpublished results and personal communications are not
recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication
date with either 'Unpublished results’ or ‘Personal communication'. Citation of a

reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference
was last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates,
reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references
can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading

if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list

(and any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software
Most Elsevier journals have their reference template available in many of the
most popular reference management software products. These include all

products that support Citation Style Language styles, such

as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word processor plug-

ins from these products, authors only need to select the appropriate journal
template when preparing their article, after which citations and bibliographies
will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet
available for this journal, please follow the format of the sample references and

citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal

by clicking the following link:
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When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using
the Mendeley plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text.
The actual authors can be referred to, but the reference number(s) must always
be given.

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order
in which they appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific
article. J Sci Commun 2010;163:51-9.

Reference to a book:

[2] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman;
2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[3] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article.
In: Jones BS, Smith RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York:
E-Publishing Inc; 2009, p. 281-304.

Reference to a website:

[4] Cancer Research UK. Cancer statistics reports for the UK,
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/;
2003 [accessed 13.03.03].

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6
authors the first 6 should be listed followed by ‘et al.' For further details you are
referred to 'Uniform Requirements for Manuscripts submitted to Biomedical
Journals' (J Am Med Assoc 1997;277:927-34) (see also Samples of Formatted

References).

Journal Abbreviation Source
Journal names should be abbreviated according to Index Medicus journal

abbreviations: http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html; List of serial title word
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abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php; CAS (Chemical
Abstracts Service): http://www.cas.org/sent.html
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