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Resumo — Objetivou-se identificar, caracterizar e analisar a dinamica de subpopulaces de
espermatozoides maéveis no sémen fresco de carneiros (SF) sob a influéncia de critérios de selecdo de
reprodutores. A partir de um banco de dados de analise da cinética computadorizada, 277.302
espermatozoides foram distribuidos nos seguintes grupos: SF de carneiros sem nenhuma selegdo (SF-
T); SF de carneiros selecionados (S) por exame androlégico (SF-S); e SF-S de carneiros jovens com
idade entre 10 e 18 meses (SF-S<18) e adultos entre 19 e 58 meses (SF-S>18). Os dados foram
submetidos a andlise multivariada Two-Step Cluster seguida pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). Os
grupos variaram no nimero de subpopulacdes espermaticas (SF-T=3, SF-S=3, SF-S<18=2 e SF>18=4)
e nas proporcOes de espermatozoides nos clusters. Espermatozoides rapidos, lineares e progressivos
agruparam-se nos clusters 1 e 2 do SF-T e SF-S, no cluster 1 do SF-S<18 ¢ nos clusters 1, 2 ¢ 3 do SF-
S>18. Conclui-se que a quantidade e as caracteristicas cinéticas das subpopulaces espermaticas no
sémen fresco ndo séo influenciadas pelo exame androl6gico, mas sim pela faixa etéaria dos carneiros. O
namero de subpopulagdes de espermatozoides moveis no sémen fresco € maior em carneiros adultos do
gue em jovens.

Termos para indexacao: ovinos, Santa Inés, exame androlégico, idade, cluster.
Introducéo

A puberdade ¢ caracterizada pelo aparecimento de espermatozoides vivos e viaveis (Pacheco et
al., 2012), enquanto a maturidade sexual, por mudancas morfolégicas, como o grau de desprendimento
da aderéncia peniana, alteragdes seminais e do comportamento sexual. Sobre as caracteristicas do sémen,
a idade do carneiro é um dos fatores que pode afetar a concentragdo, viabilidade, motilidade e
morfometria dos espermatozoides (Marti et al., 2011), dentre outros parametros.

O androl6gico é uma ferramenta para mensurar estes parametros seminais e € feito através do
exame clinico (anamnese, exame clinico geral e especifico do sistema genital, escroto, testiculos,
epididimos, cordfes espermaticos, preplcio, pénis, 6rgaos genitais internos, biometria testicular e
comportamento sexual) e do espermograma (caracteristicas fisicas do ejaculado e funcionais e
morfoldgicas dos espermatozoides) (EMBRAPA, 2019).

Amostras de sémen de carneiros devem ser 0 mais heterogéneas possivel, a fim de aumentar as
chances de conterem espermatozoides preparados para enfrentar as variaces externas durante o seu uso
na reproducdo natural e em biotecnologias da reproducdo e, assim, aumentar as chances de fertilizarem
0 odcito (Curry, 2000). A heterogeneidade do sémen quanto a diversidade das suas subpopulacdes
espermaticas pode ser definida a partir da avaliacdo da cinética, integridade de membranas, potencial
mitocondrial e morfologia, dentre outras analises dos espermatozoides. A analise de subpopulacdes
espermaticas consiste na avaliagdo da coexisténcia de diferentes espermatozoides agrupados por
similaridades (Rodrigues, 2017).

A associacdo da avaliacdo computadorizada da cinética espermatica a analise estatistica
multivariada tem possibilitado a analise objetiva, simultdnea e conjugada de muitos parametros
cinéticos, identificando e caracterizando agrupamentos de espermatozoides madveis no sémen, pela
formacdo de clusters que representam diferentes subpopulacGes (Kanno et al., 2017). Essa associa¢do
de ferramentas possibilita que sejam determinados numero, proporcGes e caracteristicas de
subpopulacdes de espermatozoides com diferentes comportamentos cinéticos em amostras de sémen,
tornando-se uma potente ferramenta de sua avaliag&o.
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O objetivo desse trabalho foi identificar, caracterizar e analisar a dindmica de subpopulacdes de
espermatozoides moveis no sémen fresco in natura de carneiros sob a influéncia de critérios de selecdo
de reprodutores.

Material e Métodos

Foram utilizados dados de 47 carneiros da raga Santa Inés com idade entre 10 e 58 meses,
mantidos em sistema semi-intensivo. Para a colheita do sémen, o método usado foi a vagina artificial
entre 43-45°C, utilizando-se como estimulo sexual, uma fémea em estro natural. O ejaculado foi coletado
em tubos graduados pré-aquecidos (37°C) e em seguida foram avaliados no estado fresco in natura.

Os carneiros e seus ejaculados foram previamente analisados seguindo os procedimentos e
critérios basicos de exame androldgico recomendados pelo Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal
(CBRA, 2013) para avaliacdo dos carneiros quanto a aptidao para reproducdo. Para o sémen foram
avaliados o volume (mL), vigor espermatico (0 a 5), motilidade espermaética total (0 a 100%),
concentracdo espermatica (x10° sptz/mL) e nimero total de espermatozoides (x10° sptz).

Amostras de sémen foram submetidas a avaliagdo computadorizada da cinética espermatica.
Aliquotas foram diluidas em uma solucdo avaliadora pré-aquecida (37°C), a uma concentracdo de 20 x
108 sptz /mL. Depois foram homogeneizadas e mantidas a 37°C por 5 min, e em seguida transferidas
para cdmaras de Makler®, pré-aquecidas (37°C), para captura e analise de imagens por meio de uma
camera de video conectada a um microscopio com contraste de fase (100x).

Foram analisados o0s seguintes pardmetros de cinética espermatica: motilidade total (MT);
velocidades curvilinear (VCL), em linha reta (VSL) e do percurso médio (VAP); linearidade (LIN);
retilinearidade (STR); amplitude do deslocamento lateral da cabega (ALH); frequéncia do batimento
flagelar cruzado (BCF) e; indice de oscilagdo ou wobble (WOB). As células com VCL < 100um/seg
foram consideradas lentas e as rapidas, com VCL > 200um/seg. Espermatozoides com STR > 70%
foram considerados progressivos e com LIN >40% com movimento linear.

Os dados da cinética espermaética foram divididos em grupos experimentais formados a partir de
carneiros que atendiam a critérios etarios (<18 ou >18 meses de idade) baseados no estudo de Mandiki
et al. (1998), onde a maturidade sexual dos carneiros foi alcangada aos 17 e 18 meses de idade, e a
critérios androlégicos, tais como, ejaculados com niimero total de espermatozoides >3 x 10° motilidade
espermatica avaliada subjetivamente >75% e percentual de espermatozoides com morfologia normal
>80%, que caracterizaram 0s carneiros como aptos a reproducéo segundo o CBRA (2013). Assim, 0s
grupos foram divididos em: SF-T - sémen fresco (SF) de carneiros sem selecdo etaria e androldgica e
suas subdivis@es; SF-S - sémen fresco de carneiros selecionados (S) pelos critérios androlédgicos e; SF-
S<18 - sémen fresco de carneiros contemporaneos e jovens (10 a 18 meses de idade) e SF-S>18 - sémen
fresco de carneiros ndo contemporaneos e adultos (> 18 meses de idade), ambos selecionados pelos
critérios androlégicos.

Os dados dos parametros cinéticos foram submetidos a analise multivariada Two-Step Cluster,
disponivel no software SPSS 13.0. Levaram-se em consideracdo a distancia entre 0s grupos através do
calculo de log-verossimilhanca e o critério bayesiano de Schwarz (BIC), os quais auxiliam a formacao
dos clusters dentro de cada grupo experimental. Em seguida & definicdo dos clusters, as médias de cada
parametro foram comparadas entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05), a fim de diferenciar as
subpopulacfes espermaticas entre 0s grupos experimentais.

Resultados e discussao

Na Tabela 1 estdo expostos a quantidade e os valores médios dos parametros cinéticos dos
espermatozoides das subpopulacdes (clusters). Os grupos de sémen fresco (SF) de carneiros sem selecdo
etaria e andrologica (SF-T) e sémen fresco de carneiros selecionados pelos critérios androldgicos (SF-
S) apresentaram a formacéo de trés clusters cada um. Os clusters 1 e 2 juntos, representaram 81,2% e
82,9% da populagdo espermatica destes grupos respectivamente, apresentando espermatozoides rapidos,
lineares e progressivos. J& os clusters 3 de ambos os grupos, representaram 18,8% e 17,0% dos
espermatozoides caracterizados por movimento com velocidade mediana, ndo lineares e néo
progressivos.

No grupo SF-S<I8, sémen fresco de carneiros contemporaneos e jovens selecionados pelos
critérios andrologicos, foi observada a formacdo de apenas dois clusters, sendo o de numero 1
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caracterizado por espermatozoides rapidos, lineares e progressivos na proporc¢ao de 77,9%, enquanto o
2 caracterizou-se por conter células lentas, ndo lineares e ndo progressivas em menor proporgao (22,1%).
No grupo SF-S>18, sémen fresco de carneiros ndo contemporaneos e adultos (> 18 meses de idade)
selecionados pelos critérios androldgicos, foi observada a formacéo de quatro clusters, sendo que os de
namero 1, 2 e 3 contiveram células espermaticas rapidas, lineares e progressivas na proporcéo total de
84,2%, enquanto o cluster 4 foi caracterizado por conter células com velocidade mediana ndo lineares e
nado progressivas representando 15,8% do total de espermatozoides.

Ao agrupar carneiros jovens e contemporaneos, provavelmente formou-se um grupo mais
homogéneo quanto ao nivel de exposicao a condi¢cdes ambientais e de manejo que afetam a fisiologia e
consequentemente o potencial reprodutivo. Animais mais jovens sdo, na maioria das vezes, menos
expostos a variaveis externas do que os mais maduros e, desse modo, podem ter menos diversidade
quanto as caracteristicas reprodutivas, entre elas as seminais e por conseguinte as espermaticas.

Embora tenha apresentado valores cinéticos médios significativamente inferiores ao grupo SF-T,
0 grupo SF-S apresentou 0 mesmo numero de subpopulagdes espermaticas e proporcdes semelhantes de
espermatozoides rapidos, lineares e progressivos (cluster 1 e 2). Sendo assim, a selecdo androldgica dos
carneiros usando critérios recomendados pelo CBRA (2013) ndo alterou a heterogeneidade quanto a
cinética espermatica no sémen de carneiros.

Este é o primeiro estudo comparativo das alteracbes em subpopulacfes de espermatozoides
maoveis no sémen fresco de carneiros, advindas da sele¢do etéria e androldgica, de reprodutores.

Tabela 1. Caracterizacdo e comparacao entre as subpopulac@es de espermatozoides moveis obtidas
pela andlise cinética espermética computadorizada (CASA) do sémen de carneiros Santa Inés
submetidos a critérios de selecdo etaria e androldgica. Valores expressos em média + desvio padrao.

3 Parametros Cinéticos Espermaticos
Grupo 8 VCL VSL VAP LIN STR ALH BCF WOB
(Um/s) — (pmis)  (um/s) (%) (%) (um)  (H2) (%)
1 304,3+ 138,94+ 179,63+ 46,67+ 7743+ 371+ 4546+ 59,85%

73,37¢ 47,12° 39,16° 13,73° 18,72°¢  0,88¢ 11,34 7,42°

SF-T 308,1+ 132,56+ 177,10+ 44,13+ 7484+ 3,81+ 4357+ 5841+
77,06° 47,90¢ 39,63  14,16*® 19,63 0,93° 11,944 7,72¢

126,7+6 22,95+ 5893+ 1759+ 3571+ 195+ 13,04+ 46,09+

3 2,589 21,08" 33,48 15,48"  26,12¢  0,82" 8,90¢ 13,23f
1 3102+ 133,78+ 178,42+ 44,05+ 7492+ 3,86+ 4342+ 58,28+
74,43° 48,28° 39,619 13,98¢ 19,63¢ 0,91°  11,70¢ 7,420
SE.S 2 286,6+ 130,40+ 168,57+ 46,55+ 7742+ 355+ 44,00+ 59,70+
i 77,42° 46,72 41,569 13,55°  18,47¢ 0,86" 11,88° 7,60
3 1124+ 1721+ 4986+ 1469+ 3130+ 1,78+ 1088% 43,64

58,41" 17,10 30,07 13,700 24,61 0,78 8,01"  +13,65¢

267,61 124,06+ 157,36+ 47,30+ 79,01+ 344+ 4253+ 5956+
SE- +67,70"  40,71f 37,08" 12,49  16,95°  0,80° 11,13° 7,35°

S<18 5 83,17+ 11,84+ 3506+ 1258+ 28,18+ 139+ 758+ 3983+
50,26' 15,42 27,09¢ 13,98 25,81 0,70/ 7,63 16,71"
1 319,89 15430+ 19160+ 4931+ 8054+ 374+ 49,01+ 6092+
+75,97%  44,21° 37,46% 12,30  15,89°  0,86° 10,55% 7,19%
5 320,06 132,89+ 181,46+ 4231+ 73,16+ 400+ 4264+ 57,33%
SF- +71,04°  48,64% 38,22° 13,90  20,31°  0,88? 11,67¢ 7,09°
S>18 3 286,82 11392+ 162,28+ 4108+ 7067+ 3,70+ 3981+ 5755+
+76,20° 46,399 39,509 15,09 21,85 0,95 11,64 7,92°
4 127,06 21,31+ 57,95+ 16,69+ 34,16+ 197+ 1287+ 4598+

+56,55¢  19,03" 294! 14,41 24,76"  0,74" 8,15¢ 11,76f
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SF-T: sémen fresco sem sele¢do; SF-S: sémen fresco de carneiros selecionados por critérios
andrologicos; SF-S<18: sémen fresco de carneiros contemporaneos e jovens selecionados por critérios
androlégicos; SF-S>18: sémen fresco de carneiros ndo contemporaneos e adultos selecionados por
critérios androldgicos; VCL: velocidade curvilinea; VSL: velocidade em linha reta; VAP: velocidade
do percurso médio; LIN: linearidade; STR: retilinearidade; ALH: amplitude do deslocamento lateral da
cabeca; BCF: frequéncia do batimento flagelar cruzado; WOB: indice de oscilacdo ou Waobble. Valores
seguidos de letras minusculas distintas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05).

Conclusoes

A guantidade e as caracteristicas cinéticas das subpopulagdes espermaticas no sémen fresco de
carneiros ndo sdo influenciadas pelo exame androldgico e sim pela idade. O nimero de subpopulac6es
de espermatozoides moveis no sémen fresco € maior em carneiros adultos do que em jovens.
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