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Resumo
O sistema CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis) representa um avango tecnoldgico para analises

objetivas da qualidade seminal, com aplicagdes relevantes na conservagao de espécies. Este estudo teve
como objetivo avaliar a morfometria da cabeca espermatica de Saimiri collinsi com auxilio do CASA,
evidenciando sua aplicabilidade como ferramenta diagnostica em programas de manejo reprodutivo.
Foram utilizados seis machos adultos, submetidos a coleta seminal por eletroejaculagdo. As amostras
foram avaliadas em trés momentos: in natura, diluido e apds resfriamento. Foram analisados 900
espermatozoides no modulo morphology do software SCA (Sperm Class Analyzer), com mensuragao
dos parametros lineares (area, perimetro, comprimento ¢ largura) e derivados (elipticidade, elongagao,
rugosidade e regularidade). O CASA permitiu identificar variagdes sutis entre etapas, revelando sua
sensibilidade para detectar alteracdes morfométricas. Esses dados reforcam o potencial do sistema
CASA para estudos com animais silvestres e sua aplicabilidade na selecao de reprodutores, construcdo

de bancos genéticos e na conservacao de espécies ameagadas.
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Abstract

The CASA system (Computer-Assisted Sperm Analysis) represents a technological advancement for
objective assessments of semen quality, with relevant applications in species conservation. This study
aimed to evaluate the sperm head morphometry of Saimiri collinsi using CASA, highlighting its
applicability as a diagnostic tool in reproductive management programs. Six adult males were used, and
semen was collected via electroejaculation. Samples were evaluated at three time points: fresh (in
natura), diluted, and after cooling. A total of 900 spermatozoa were analyzed using the morphology
module of the SCA software, with measurements of linear parameters (area, perimeter, length, and
width) and derived indices (ellipticity, elongation, roughness, and regularity). CASA enabled the
detection of subtle variations between stages, demonstrating its sensitivity in identifying morphometric
changes. These findings reinforce the potential of the CASA system for research in wildlife species and
its applicability in the selection of breeders, development of genetic banks, and conservation of

endangered species.

Key words: Sperm morphometry, Assisted reproduction, In situ conservation, Ex situ
conservation, Squirrel monkey.

1. Introducao

A andlise computadorizada de espermatozoides, ou simplesmente, CASA (Computer-
Assisted Sperm Analysis) representa um importante avanco tecnoldgico na avaliacdo seminal,
proporcionando medi¢des objetivas, reprodutiveis e padronizadas da motilidade e da
morfometria espermatica (Singh; Kumar; Bisla, 2021; Yaniz; Soler; Santolaria, 2015).
Desenvolvido originalmente para reduzir a subjetividade dos métodos convencionais, 0o CASA
permite a mensuragao precisa de pardmetros como motilidade total, motilidade progressiva,
velocidades lineares e indicadores de trajetéria, além de fornecer dados sobre a morfologia

celular com alta sensibilidade (Potiens, 2022; Yaniz; Soler; Santolaria, 2015).

Além dos parametros cinematicos, moédulos como o ASMA (Automated Sperm
Morphometry Analysis) permitem a analise detalhada da cabeca, peca intermediaria e cauda
espermatica, sendo capazes de identificar subpopulagdes celulares com diferentes potenciais
reprodutivos, aspecto critico em espécies com elevada heterogeneidade seminal, como alguns

primatas neotropicais (Singh; Kumar; Bisla, 2021; Yaniz; Soler; Santolaria, 2015).
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O uso do CASA tem se mostrado cada vez mais relevante em contextos
conservacionistas por sua precisdo analitica que permite detectar alteracdes ultraestruturais
decorrentes de manipulagdes como a criopreservagao, facilitando a escolha de protocolos mais
eficientes para a manutencao da viabilidade celular (Singh; Kumar; Bisla, 2021; Yaniz; Soler;
Santolaria, 2015). Além disso, por mensurar caracteristicas associadas ao potencial fertilizante,
o sistema auxilia na sele¢@o de reprodutores com melhor desempenho (Potiens, 2022), o que €
essencial para otimizar cruzamentos e reduzir a erosdo genética em programas de conservagao

in situ e ex situ (Singh; Kumar; Bisla, 2021).

Dessa forma, o CASA consolida-se como uma ferramenta diagndstica promissora nao
apenas na reproducao assistida, mas também na conservacao de espécies, ao permitir a selecao
de espermatozoides morfologicamente superiores e a constru¢do de bancos genéticos mais
eficientes (Singh; Kumar; Bisla, 2021). Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a
morfometria da cabega espermatica de Saimiri collinsi utilizando o sistema CASA,
demonstrando sua capacidade em detectar alteragdes sutis entre etapas de processamento
seminal e sua aplicabilidade em estratégias de manejo reprodutivo e conservagdo genética de

primatas neotropicais.

2. Metodologia
Aspectos éticos e local de estudo

Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pelos 6rgaos
ambientais competentes (SISBIO/ICMBio/MMA n° 69137-1) e pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal do Instituto Evandro Chagas (n° 25/2019). As amostras de sémen foram
coletadas e processadas no Laboratorio de Reproducao Animal do Centro Nacional de Primatas
(CENP-Ananindeua/PA), com andlises complementares realizadas no Laboratorio de

Biotecnologia e Medicina de Animais da Amazonia (BIOMEDAM-Castanhal/PA).

Animais e coleta seminal
Foram utilizados seis machos adultos da espécie Saimiri collinsi, mantidos em cativeiro
sob condigdes padronizadas de manejo. O sémen foi coletado por eletroejaculacdo sob anestesia

(cetamina 20 mg/kg + xilazina 1 mg/kg, via intramuscular).

Processamento seminal e morfometria espermatica
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O processamento seminal obedeceu ao protocolo ja descrito por Oliveira et al., 2015.
Para andlise morfométrica foram preparadas laminas de esfregago utilizando 5 pL de coloragado
rosa bengala e 5 pL da amostra seminal em ladminas de vidro pré-aquecidas a 37 °C, das trés
etapas do resfriamento seminal (IN, AR, PR). As laminas foram selecionadas com base na
maior concentragao espermatica e em critérios de qualidade optica.

Foram fotografados 50 espermatozoides por lamina, totalizando 900 células analisadas.
As imagens foram capturadas com camera acoplada ao microscépio de campo claro (NIKON
Eclipse Ni-U), com objetiva de imersao a oleo (100x), e analisadas diretamente pelo sofiware
SCA (Sperm Class Analyzer), no modulo Morphology, que mensura automaticamente os
seguintes parametros da cabega espermatica: area (um?), que corresponde a superficie ocupada
pela cabeca espermatica em duas dimensdes; perimetro (um), comprimento total da borda da
cabega; comprimento (um), que ¢ o eixo longitudinal maior da cabega; e largura (um), que ¢
eixo transversal menor da cabeca.

Além dos parametros lineares, o software também calculou quatro indices derivados,
que descrevem a forma e a simetria da cabega: elipticidade, que é a razdo entre o comprimento
e a largura, indicando a ovalizacdo da célula; elongacdo, que representa o grau de alongamento
da cabega; rugosidade, que ¢ o indice de irregularidade da borda espermatica; e regularidade,
que ¢ a medida de simetria geométrica da cabeca.

Os critérios de analise seguiram recomendagdes técnicas para CASMA (Potiens, 2022;
Yaniz; Soler; Santolaria, 2015), sendo as imagens processadas para maximizar o contraste entre
célula e fundo, assegurando contornos precisos € minimizando artefatos. Os espermatozoides
selecionados estavam integros, com cabeca claramente delimitada e sem sobreposi¢do de

estruturas ou residuos.

Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo e analisados no software
GraphPad Prism 9.3.1. Foi aplicado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. As
comparagoes entre os grupos (IN, AR, PR) foram feitas por Kruskal-Wallis com pos-teste de
Dunn para area, perimetro, comprimento, largura, elipticidade, elongacao e regularidade. Para

rugosidade, foi utilizada ANOVA de um fator com pos-teste de Tukey. O nivel de significancia

adotado foi p < 0,05.
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3. Resultados/Discussoes

A figura 1 demonstrou que avaliagdo morfométrica da cabeca dos espermatozoides de
Saimiri collinsi feita através de sistema CASA, apresentou diferencgas estatisticas (p < 0,05)
entre pelo menos duas etapas do processamento seminal. A area espermatica foi
significativamente maior em AR (25,9 = 1,6 um?) em comparagdo com IN (24,2 £ 1,4 pm?),
nao diferindo de PR (25,2 £ 1,5 um?). O perimetro apresentou aumento em AR (21,2 + 0,9 pm)
em relagdo a IN (20,3 + 0,8 um), sem diferenca significativa em relagao a PR (20,9 £ 0,9 um).
A largura foi menor em IN (3,8 + 0,2 um) quando comparada a AR (4,1 = 0,1 pm), que por sua
vez ndo diferiu de PR (4,0 = 0,1 um). O comprimento foi superior em IN (7,3 = 0,2 um),
decrescendo em AR (6,9 £ 0,2 um) ¢ PR (7,0 £ 0,2 um), ambos estatisticamente distintos do
grupo inicial. A elipticidade também demonstrou reducao significativa de IN (1,9 + 0,1) para
PR (1,7 £0,1), sendo AR (1,8 + 0,1) estatisticamente intermediario. J4 a rugosidade foi mais
elevada em AR (1,3 = 0,1), diferindo de IN (1,2 + 0,1) e PR (1,2 + 0,1). A regularidade foi
maior em PR (1,1 £0,1) em relacdo a IN (1,0 £ 0,1), enquanto AR (1,0 £ 0,1) ndo diferiu dos
demais. Por fim, o parametro elonga¢do manteve-se constante entre as etapas, sem variagoes

estatisticamente significativas (p > 0,05).

Figura 1. Média (=DP) da morfometria espermatica em espermatozoide de Saimiri collinsi mensuradas a partir

do CASA.
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a¢ [ etras minusculas diferentes no mesmo grafico indicam diferenga estatistica (p < 0,05). IN: In natura. AR:
Antes do Resfriamento. PR: Pos-Resfriamento.
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A avaliacdo morfométrica da cabeca dos espermatozoides de Saimiri collinsi utilizando
o sistema CASA revelou diferencas estatisticamente significativas entre as etapas do
processamento seminal, evidenciando a sensibilidade do método para detectar variagdes sutis
que poderiam passar despercebidas em analises subjetivas. Essas altera¢des indicam efeitos
morfoestruturais induzidos pelas etapas de resfriamento, refor¢ando a necessidade de ajustes

técnicos para preservar a integridade celular.

A capacidade do sistema CASA de mensurar automaticamente muitos de
espermatozoides por amostra, com eliminagdo de variabilidade inter e intraobservador,
representa um avancgo frente as analises subjetivas, permitindo resultados mais padronizados e
confiaveis (Rijsselaere et al., 2012; Yaniz; Soler; Santolaria, 2015). Essa precisdo ¢ essencial
na avaliagdo de células de espécies silvestres, muitas vezes com disponibilidade limitada de

material seminal (Morrell; Hodges, 1998).

Além disso, os parametros derivados do lineares, como elipticidade, regularidade e
rugosidade, que sdo calculados automaticamente, oferecem subsidios para avaliar aspectos
ultraestruturais da célula, como simetria e compactagdo nuclear, os quais influenciam
diretamente o sucesso reprodutivo (Riveros et al., 2023). No presente estudo, tais alteragdes
forneceram dados fundamentais para o aprimoramento dos protocolos de criopreservacao e para

a construgao de bancos de germoplasma com células de melhor qualidade.

Informagdes que sdo especialmente relevantes para espécies ameagadas, como primatas
neotropicais, cuja manutencdo da variabilidade genética € vital para a sustentabilidade
populacional (Morrell; Hodges, 1998). A aplicabilidade do CASA em espécies de interesse
conservacionista tem sido comprovada em diversos contextos, por exemplo, em estudos com o
leopardo-ardbico (Panthera pardus nimr), uma espécie criticamente ameagada, o CASA foi
utilizado para caracterizar a motilidade e morfologia espermatica, permitindo a identificagcao de

subpopulagdes celulares com maior potencial fecundante (Bagqir et al., 2018).

Em mamiferos marinhos, como o peixe-boi marinho (7richechus manatus), o CASA foi
empregado para estabelecer parametros de referéncia da qualidade espermaética, auxiliando na

avaliacdo da saude reprodutiva de populacdes em cativeiro € na natureza. essas informagdes
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sao cruciais para o desenvolvimento de estratégias de manejo e conservacao dessas espécies

vulneraveis (Cowart et al., 2020).

Além disso, o CASA tem sido aplicado com sucesso em espécies aquaticas, como o
peixe-zebra (Danio rerio), onde a analise automatizada da motilidade espermatica contribuiu
para a compreensao dos efeitos de contaminantes ambientais na fertilidade masculina, esses
dados sdo essenciais para avaliar o impacto de poluentes na reproducao de espécies aquaticas e

implementar medidas de conservagao adequadas (Kollar; Horvath; Csenki-Bakos, 2021).

Esses exemplos ilustram o potencial do sistema ndo apenas como ferramenta
diagnoéstica, mas como instrumento estratégico para subsidiar decisdes em programas de
reproducdo assistida e conservacdo genética. No caso do Saimiri collinsi, as variagdes
identificadas entre as etapas do processamento seminal destacam a importancia de
monitoramento preciso para selecionar células com maior potencial reprodutivo, reforcando o

uso do CASA como um aliado fundamental na conservagdo de espécies ameacadas.

4. Consideracoes Finais ou Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que o sistema CASA ¢ uma ferramenta
altamente util para a andlise morfométrica espermatica em Saimiri collinsi. A tecnologia
permitiu a mensuragdo objetiva e padronizada de parametros da cabeca espermatica,
possibilitando uma caracterizagao precisa do s€men da espécie. Essa precisdo ¢ fundamental
em contextos conservacionistas, onde a sele¢cdo de reprodutores com maior potencial
fecundante pode impactar diretamente a eficacia de programas de manejo genético e reprodugao

assistida.

A capacidade do sistema em analisar grandes quantidades de células de forma
automatizada contribui para o avango das praticas de conservagao, oferecendo dados confiaveis
para a formagdo de bancos genéticos e para a tomada de decisdes em projetos de reproducao.
Dessa forma, este estudo refor¢a a importancia do CASA como ferramenta estratégica na

conservagao de primatas neotropicais e outras espécies ameagadas.
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