TECHNICAL REPORT ™ im™ew ™My

10]2013

Fotometros da Minitube

Precisao na avaliacao da concentracao espermatica

Rudolf Grossfeld, PhD

A Minitube oferece diferentes dispositivos para avaliar em laboratério a concentracao espermatica de ejaculados de varias espécies. Entre
estes dispositivos estao 0 SDM 1 e o SDM 6. O principio de avaliacao dos dois fotémetros é baseado na analise da turbidez de uma amostra
de ejaculado. A turbidez de um ejaculado se eleva com 0 aumento da concentracdo espermatica.

Principio de funcionamento dos fotometros

0s equipamentos SDM 1e SDM 6 da Minitube consistem de uma fonte de luz, um
filtro dptico, um suporte para a amostra e um detector de luz. Esta configuracao
é tipica para um fotometro.

A luz emitida pela fonte é reduzida a um determinado comprimento de onda no
filtro dptico e é entdo enviada através da amostra de sémen. A quantidade de
luz que chega ao detector depois de passar pela amostra, é entdo mensurada.

Quando a luz passa através da amostra, parte dela é absorvida. Essa absorcao
estd diretamente ligada a turbidez da amostra, o que é explicado pela lei de
Beer-Lambert. Assim, uma amostra de sémen mais concentrada ird absorver mais luz do que uma amostra menos concentrada. Essa reducao
na luz é chamada de extincdo. A precisao da reducao da luz em dependéncia da turbidez de uma amostra é baseada nas caracteristicas da
amostra e no comprimento de onda da luz. Para a avaliacao da concentracao espermatica, foi comprovado que um comprimento de onda de
546nm resulta na mensuragao mais precisa.

Se a quantidade de luz que atinge o sensor dptico sem ter nenhuma fracao absorvida (valor zero) for conhecida, entao um fotdémetro pode

calcular a perda de luz, ao comparar o valor zero e o valor para a amostra. A turbidez estd correlacionada com o valor de extin¢ao. Se a

turbidez e o valor de extin¢do de uma amostra de sémen for conhecido, é possivel calcular a concentracdo espermatica da amostra com
base na turbidez da mesma. Felizmente, podemos calibrar estes valores
no fotdmetro.

Calibrando a curva subjacente dos fotometros

Para este fim, a concentracdo espermatica de varios ejaculados de uma
espécie é mensurada utilizando, por exemplo, um hemocitdmetro. A
mesma amostra de sémen é avaliada com o fotometro SDM 1 e/ou
SDM 6 e o valor de extincao é registrado. Este procedimento de calibracao
é repetido diversas vezes com diferentes ejaculados até que exemplos
suficientes estejam disponiveis em todas as faixas de concentracdo para
esta espécie. De acordo com estes valores, é calculada uma correlagdo.
Um grdfico de exemplo e uma curva de correlagao sao mostrados no
Gréfico 1.
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Estes testes requerem um trabalho significativo, que a Minitube atribui a institutos independentes e especializados de Universidades ou
outras institui¢des de pesquisa. Para cada espécie, as curvas individuais precisam ser calibradas.

Com base na correlagao, pode ser determinada uma equacao matematica que é programada no SDM 6. A partir desta equacdo, o SDM 6
calcularé o valor da concentracdo espermdtica com base na leitura mensurada da extin¢ao. O procedimento para o SDM 1 é exatamente o
mesmo.
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Grafico 1: Exemplo de Calibragao do SDM 6

Exatidao da correlacao

Apds a calibracao inicial do SDM 6 ou SDM 1, o dispositivo pode calcular
a concentracdo espermdtica exclusivamente com base na extin¢ao de
uma amostra de sémen, usando a equacdo. A correlacao da extincdo e
a correspondente concentracao de sémen ndo ¢€ linear. Isso significa que - . .

P . ¢ L i 9 q ) Extincao: A perda de luz (absorcdo), quando um feixe de luz passa
uma amostra com turblde,z duas vezes maior ndo sera duas Vezes mais  por uma amostra em um fotometro. Provocada pela turbidez de
concentrada. Portanto, o célculo do SDM 6 é baseado em uma equacao de ~ ym fluido.
quarto grau. Esta equacdo é mostrada como formula e curva no Grafico Correlagao: Dependéncia estatistica de duas varidveis. Ou seja,
1 e representa a correlacdo de extincdo e concentracdo espermdtica  a turbidez e a concentracao esperméticas de uma amostra sao
correspondente muito melhor do que uma correlagdo linear. altamente correlacionadas.

e . . " T 2, T
Um valor estatistico, o chamado coeficiente de determinacao (R?) indica ~ R’ Valor estatistico que descreve como os pontos de dados se
como os valores dos dados se encaixam em uma linha ou curva. Uma ajustamda L Imhal o “g"a'to valor € usado gar: deslcrrlever
. 0 . 2_ 2 0 grau de uma correlacao. Quanto mais proximo de 1, melhor a
correspondéncia d(? 100% resultaria er,n um vanrqe R*=1.0R"dacurva correlagio de uma curva calculada com os pontos de dados,
do SDM 6 para bovinos, por exemplo, é 0,9536 (Gréfico 1).

Termos técnicos importantes

Turbidez: Turvacao ou nebulosidade de um fluido causada pelas
caracteristicas do fluido.

Conclusao

0s fotometros SDM 1 e SDM 6 da Minitube sao calibrados por institutos especializados independentes. As amostras de ejaculados utilizadas
para calcular a base para a mensuragao da concentracao espermatica compreendem toda a faixa de concentracdes de uma espécie. Equacoes
mais elevadas sao a base para mensurac6es de concentracdo a fim de obter a maior correlagao possivel entre a extin¢ao e a mensuracao da
concentracdo espermatica. Tudo isso resulta em uma precisao muito alta dos resultados de concentracao mensurados com o SDM 1 e SDM 6.
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