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Resumo — A otimizacdo da selecdo de carneiros e de sémen para conservacao pode ser alcancada com
a analise de subpopulacBes espermaticas. Objetivou-se identificar, caracterizar, analisar a dindmica e
avaliar a influéncia dos métodos de conservacdo sobre as subpopulacdes de espermatozoides méveis no
sémen de carneiros. Foi utilizado um banco de dados de cinética esperméatica computadorizada cujos
espermatozoides foram distribuidos de acordo com os grupos: sémen fresco (138.626 espermatozoides);
sémen refrigerado (14.816 espermatozoides) e sémen congelado (45.488 espermatozoides). Foi
realizada analise multivariada (two-step cluster) para formag&o de clusters, aplicado o teste de Shapiro-
Wilk para avaliacdo da normalidade dos dados, e analise de variancia com teste post-hoc de Tukey para
avaliar diferengas entre os grupos. Dados sem distribuicdo normal, foram submetidos ao teste de
Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn. Para todos os testes foi considerado o nivel de 5% de
significancia. Os grupos de sémen refrigerado e sémen congelado apresentaram apenas dois clusters
enquanto o sémen fresco apresentou trés. A proporcdo de espermatozoides considerados rapidos,
lineares e progressivos foi 81,20 % no sémen fresco, 57,20 % no sémen refrigerado, e 59,90% no sémen
congelado. A conservagdo seminal diminui o ndmero de subpopulacGes de espermatozoides e a
proporcao daqueles considerados rapidos, progressivos e lineares.

Termos para indexacao: cinética espermatica, refrigeracdo do sémen, congelacéo do sémen.
Introducgéo

No ejaculado, existe um grupo heterogéneo de subpopulagdes espermaticas distintas que variam
desde padrdes estruturais, como morfometria de cabeca e cauda (Vicente-Fiel et al., 2013), a funcionais,
como capacidade de sofrer capacitacdo em condicBGes diferentes (Harrison, 1996), e de cinética
(Quintero-Moreno et al., 2003). Essa heterogeneidade aumenta as chances de os espermatozoides
fertilizarem o o6cito (Curry, 2000).

Para muitas outras espécies, € importante que existam diferentes subpopulagdes espermaticas que
estejam preparadas para a fertilizacdo em diferentes momentos (Amann et al.,, 1993). Esta
heterogeneidade espermatica, entretanto, pode ser alterada por diversos fatores, a exemplo da
conservagdo seminal, como a congelagdo (Muifio et al., 2009). Saber de que forma isto acontece e como
se caracteriza é importante para estabelecer estratégias de avaliacdo e uso do sémen conservado, seja
refrigerado ou congelado. Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo identificar, caracterizar e
analisar a dindmica de subpopulagdes de espermatozoides no sémen de carneiros sob a influéncia dos
métodos de conservagao.

Material e Métodos

Foram utilizados dados de 46 carneiros da raca Santa Inés, com idade entre 10 e 58 meses,
submetidos a colheitas de sémen pelo método da vagina artificial entre 43 e 45 °C. Cada amostra de
sémen foi acondicionada em tubos graduados pré-aquecidos (37 °C), mantidos em banho-maria (32 °C)
para mensuracdo do volume (mL), vigor espermatico (0 a 5), motilidade total (MT; 0 a 100 %),
concentragdo espermatica (x10° sptz/mL), ndmero total de espermatozoides (NTE; x 10° sptz) e
morfologia esperméatica (ME; % de sptz sem defeitos maiores e defeitos menores), utilizando-se
amostras com MT > 75 %, NTE > 3 x 10° sptz e; ME > 80 %.

As amostras de sémen foram diluidas em Glicina-Gema-Leite sem (SR = sémen refrigerado) e
com a adicdo do glicerol (SC = sémen congelado), envasadas em palhetas (0,25 mL) e seladas com
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alcool polivinilico em p6. As amostras de SR foram submetidas a refrigeragdo (0,25 °C/minuto até
5°C); as de SC, ap0s a refrigeracéo, foram submetidas a congelacgdo (-20 °C/minuto até atingir -140 °C;
TK 4000; TK Tecnologia em Congelacdo Ltda, Uberaba) para posteriormente serem imersas em
nitrogénio liquido, acondicionadas em raques e armazenadas em botijdo criogénico (-196 °C).
Amostras de sémen fresco (SF), de SR (a 5 °C por até 72 horas e posteriormente aquecidos a
37°C) e de SC (ap6s a descongelacdo em banho-maria a 40°C/ 20 seg.) foram submetidas a avaliacdo
computadorizada da cinética espermatica (CASA). Foram analisados os parametros velocidade
curvilinea (VCL), velocidade em linha reta (VSL), velocidade do percurso médio (VAP), linearidade
(LIN), retilinearidade (STR), amplitude do deslocamento lateral da cabega (ALH), frequéncia de
batimento cruzado (BCF) e indice de oscilacdo (WOB). Foram estabelecidos os seguintes critérios para
a cinética espermatica: espermatozoides moveis VCL > 10 um/segundo; espermatozoides lentos VCL
< 100 pm/segundo; espermatozoides rapidos VCL > 200 um/segundo; espermatozoides progressivos
STR > 70 %; espermatozoides lineares LIN > 40 %.
Para a formacdo dos clusters (subpopulac@es) foi realizada uma analise multivariada (two-step),
o célculo de log-verossimilhanga e o critério bayesiano de Schwarz utilizando-se o SPSS 13.0. Em
seguida, foi usado o pacote estatistico SAS (SAS Institute, Inc., 2010). Foram aplicados testes para a
avaliagdo da normalidade (Shapiro-Wilk), comparacdo multipla das médias (anélise de variancia) e das
diferencas entre os grupos (Tukey). Para os dados sem distribuicdo normal, foi realizada uma
comparagdo multipla das medianas (Kruskal-Wallis) e das diferencas entre os grupos (Dunn). O nivel
de significancia considerado nas analises foi de 5%.

Resultados e Discussao

Nas Tabela 1 e 2, estdo expostos as quantidades e valores médios dos parametros cinéticos e as
proporces de espermatozoides nas subpopulagbes (cluster) de cada grupo experimental. O SF
apresentou a formacdo de trés clusters, sendo 0 1 e o 2 caracterizados por apresentarem células
espermaticas rapidas, lineares e progressivas, representando 81,20% do total de espermatozoides do SF.
J& o cluster 3 do grupo SF apresentou menor proporcdo dos espermatozoides que foram considerados
com velocidade mediana, ndo-lineares e ndo-progressivos.

Os grupos de amostras de sémen conservados (SR e SC), apresentaram ndmero igual de
subpopulagdes, porém menor que no SF. Os clusters 1 do SR e SC apresentaram espermatozoides
rapidos, lineares e progressivos e representaram mais da metade dos espermatozoides destas amostras.
Os clusters 2 destes grupos foram caracterizados por células espermaticas consideradas lentas, nao-
lineares e ndo-progressivas e representaram menos da metade dos espermatozoides destas amostras.
Apesar do SC ter apresentado um menor nimero de subpopulagdes do que o SF, a subpopulagdo com
maior propor¢do do SC apresentou médias superiores na maioria dos pardmetros cinéticos em
comparacéo a maior subpopulacdo do SF.

Foi observado por Muifio et al. (2008) que a criopreservacdo modificou significativamente a
distribuicdo de espermatozoides dentro das subpopulacdes de touros holandeses, situacdo que corrobora
com a observada no nosso estudo. Ainda segundo esses autores, aquelas subpopula¢bes compostas
majoritariamente por espermatozoides com maior velocidade e progressividade foram positivamente
correlacionadas com a resisténcia a criopreservacao.

A analise da proporcdo de subpopulagdes de espermatozoides com alta velocidade, de maior
linearidade e mais progressivos pode ser usada como uma ferramenta poderosa para mensurar a
capacidade de fertilizacdo de um animal (Bravo et al., 2011) ou amostra seminal. Espermatozoides com
maior velocidade em linha reta podem melhorar o transporte espermatico através do trato reprodutivo e
na penetracdo do odcito (Gillan et al., 2008). Esse transporte no trato reprodutivo da fémea é
caracterizado por um deslocamento rapido dos espermatozoides em um curto periodo até a chegada ao
local de fertilizacdo, e pela formacao de reservatdrios, que promovem a liberagdo prolongada destas
células (Hafez, 1995). Assim, 0 sémen com uma maior propor¢do de espermatozoides com parametros
cinéticos de maior velocidade, linearidade e progressividade sdo mais eficientes e capazes de atravessar
a barreira de muco do trato reprodutivo da fémea (Yéaniz et al., 2015).

O tempo de incubacdo da amostra em determinados meios (Rami6 et al., 2008) e a adi¢do de
substancias que induzem a capacitacdo (Garcia-Alvarez et al., 2014) podem permitir uma equiparacao
das caracteristicas cinéticas de algumas subpopulagdes espermaticas especificas do SC com aquelas
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encontradas no SF. A incubacdo de amostras de espermatozoides em meios que induzem a capacitacdo
leva a mudancas que sdo consistentes com um aumento na propor¢do de espermatozoides viaveis com
alta fluidez de membrana, bem como um aumento na subpopulacdo de espermatozoides caracterizada
por um padrdo de motilidade do tipo hiperativado, os quais séo requisitados para técnicas de fertilizagdo
in vitro (FIV), mas ndo necessariamente para a reproducdo natural (Garcia-Alvarez et al., 2014).

A heterogeneidade espermética pode potencializar a capacidade fecundante do sémen
aumentando as chances de um ejaculado ou amostra de ter sucesso na reproducgdo natural, inseminagéo
artificial, FIV (Amann et al., 1993) ou outras biotecnologias. Assim, a identificacdo e caracterizacéo de
subpopulacfes de espermatozoides proporcionam melhorias nas técnicas de avaliacdo da qualidade
seminal, potencializando os procedimentos de selecdo de reprodutores e de amostras de sémen fresco e
conservado para uso na reproducdo (Yéaniz et al., 2015).

Conclusoes

A quantidade e as caracteristicas cinéticas das subpopulacdes espermaéticas de carneiros sao
influenciadas pelos métodos de conservacao do sémen. O nimero de subpopulagbes de espermatozoides
maoveis € menor em amostras seminais submetidas a refrigeragdo e a congelacdo em relacdo ao sémen
fresco. A conservacdo seminal diminui a proporgdo das subpopulagdes espermaticas consideradas
rapidas, progressivas e lineares.

Tabela 1. Caracterizacdo das subpopulagdes de espermatozoides méveis obtidas pela anélise cinética
espermatica computadorizada (CASA) do sémen de carneiros Santa Inés submetidos a diferentes
métodos de conservagdo seminal. Valores expressos em média * desvio padrao.

o Parametros Cineticos Espermaticos
Grupo 8 VCL VSL VAP LIN STR ALH BCF WOB
(um/s) — (umis) — (umfs) (%) (%)  (um)  (H?) (%)
; 30432+ 13894+ 179,63+ 4667+ 7743+ 371+ 4546+ 59,85+

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

SF 2 308,13+ 13256+ 177,10+ 4413+ 7484+ 381+ 4357+ 5841+
77,06% 47,90° 39,63° 14,16° 19,63°  0,93* 11,94° 7,72°

126,77+ 2295+ 5893+ 1759+ 3571+ 195+ 13,04+ 46,09+

3 62,589 21,08° 33,48° 15,48¢  26,12°¢  0,82¢ 8,90¢ 13,23¢
1 21464+ 9361+ 11960+ 4498+ 7797+ 310+ 3193+ 57,33%
SR 7,83° 32,40¢ 2,53¢ 11,75¢  14,01*  0,94° 12,09¢ 9,24¢
2 72,10+ 1304+ 31,73+ 1700+ 3830+ 135+ 689+ 4289+
42,10 12,24 21,70f 13,00¢  23,62¢ 0,60 6,619 17,209
1 291,48+ 17157+ 206,55+ 58,76+ 8263+ 294+ 4762+ 70,57%
sc 101,36°  88,68° 89,55% 17,21*  16,65°  0,92¢ 12,26% 12,20%
5 69,16+ 12,00+ 33,20+ 1580+ 3324+ 120+ 703+ 4581%*

46,729 14,759 28,47" 13,24 22,46" 0,609 7,86 17,05f
SF: sémen fresco; SR: sémen refrigerado; SC: sémen congelado; VCL: velocidade curvilinea; VSL:
velocidade em linha reta; VAP: velocidade do percurso médio; LIN: linearidade; STR: retilinearidade;
ALH: amplitude do deslocamento lateral da cabega; BCF: frequéncia do batimento flagelar cruzado;
WOB: indice de oscilagdo. Valores seguidos de letras minusculas distintas na mesma coluna diferem
entre si (P < 0,05).
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Tabela 2. Proporg¢do de subpopulagées (cluster) de espermatozoides moéveis no sémen de carneiros
Santa Inés submetidos a diferentes métodos de conservagédo seminal.

Subpopulagéo de Grupos
espermatozoides
o (n sptz o (n sptz o (n sptz

(sptz) SF % (n sptz) SR % (n sptz) SC % (n sptz)
Cluster 1 46,40 (64.372) 57,20 (8.481) 59,90 (27.240)
Cluster 2 34,80 (48.211) 42,80 (6.335) 40,10 (18.248)
Cluster 3 18,80 (26.043) - -

Total 100 (138.626) 100 (14.816) 100 (45.488)

SF: sémen fresco; SR: sémen refrigerado; SC: sémen congelado; n sptz: nimero de espermatozoides.
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