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RESUMO GERAL

OLIVEIRA, Davi Andrade. Analise das subpopulacdes de espermatozoides moveis de
carneiros selecionados por critérios etarios e andrologicos e submetidos a métodos de
conservacao seminal. Sergipe: UFS, 2019. 42p. (Dissertacdo — Mestrado em Zootecnia).

A andlise das subpopulacdes espermaticas baseada na cinética € uma importante ferramenta
de selecdo de carneiros para acasalamento e de amostras seminais submetidas a conservagao.
O objetivo do presente estudo foi avaliar, por meio da analise em sistema computadorizado
(CASA), a influéncia da selecdo de carneiros Santa Inés por critérios etarios e androldgicos e
dos métodos de conservacdo seminal sobre o numero, caracterizacdo e distribuicdo das
subpopulacdes espermaéticas. Foi avaliada a cinética de 337.606 espermatozoides distribuidos
nos grupos: sémen fresco de carneiros sem nenhuma selecdo (SF-T); sémen fresco de
carneiros selecionados por exame androldgico (SF-S); sémen fresco de carneiros jovens (SF-
S<18) e adultos (SF-S>18) selecionados por exame androldgico; sémen refrigerado (SR) e
congelado (SC) de carneiros selecionados por exame androldgico. Espermatozoides com VCL
<100, >100 e <200 e >200 um/s foram considerados como lentos, médios e répidos,
respectivamente, e aqueles com LIN >40% e STR >70% como lineares e progressivos. Os
dados de cinética gerados foram relativizados e avaliados pelo método de agrupamento Two-
Step Cluster. As médias de cada parametro foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis
para testar as diferencas entre as subpopulacdes espermaticas (clusters) dos grupos
experimentais. Os grupos SF-T e SR-S apresentaram trés subpopulacdes cada; o grupo SF-
S>18 foi 0 mais heterogéneo com quatro; ja os grupos SF-S<18, SR e SC apresentaram
apenas duas subpopulagdes. Entre os clusters dos grupos de carneiros selecionados (SF-S, SF-
S<18, SF-S>18), o cluster 1 do SF-S>18 apresentou os maiores valores (P<0,05) para a
maioria dos parametros cinéticos (VSL, VAP, LIN, STR, BCF e WOB), enquanto o cluster 2
do grupo SF-S<18 os menores (P<0,05). O cluster 1 do grupo SC apresentou 0s maiores
valores médios para VSL, VAP, LIN, STR, BCF e WOB em relacdo aos grupos SF-S e SR
(P<0,05). Conclui-se que o numero, caracteristicas e propor¢do das subpopulacBes de
espermatozoides mdveis sdo influenciadas pela selecdo de carneiros por critérios etarios e
androldgicos e pelos métodos de conservacdo seminal. As subpopulacBes sdo mais
heterogéneas no sémen fresco de carneiros adultos em relacdo aos jovens submetidos a
selecdo, e mais homogéneas em amostras seminais refrigeradas e congeladas.

Palavras-chave: Ovinos, cinética espermatica, CASA, andrologico, refrigeracdo do sémen,
congelacao do sémen.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Davi Andrade. Analysis of sperm motility subpopulations of ram selected by
age and andrological criteria and submitted to seminal conservation methods. Sergipe:
UFS, 2019. 42p. (Dissertation — Master in Zootecnia).

The analysis of sperm subpopulations based on kinetics is an important tool for selecting ram
for mating and seminal samples subjected to conservation. The aim of the present study was
to evaluate, through computerized system analysis (CASA), the influence of Santa Inés ram
selection by age and andrological criteria and seminal conservation methods on the number,
characterization and distribution of sperm subpopulations. The kinetics of 337,606 sperm
distributed in the groups were evaluated: fresh semen from ram without any selection (SF-T);
fresh semen from ram selected by andrological examination (SF-S); fresh semen from young
ram (SF-S<18) and adults (SF-S> 18) selected by andrological examination; refrigerated (SR)
and frozen (SC) semen from ram selected by andrological examination. Spermatozoa with
VCL <100, >100 and <200 and >200 um / s were considered as slow, medium and fast,
respectively and those with LIN >40% and STR >70% as linear and progressive. The kinetics
data generated were relativized and evaluated by the Two-Step Cluster clustering method. The
means of each parameter were compared using the Kruskal-Wallis test to test the differences
between the sperm subpopulations (clusters) of the experimental groups. The SF-T and SR-S
groups had three subpopulations each; the SF-S>18 group was the most heterogeneous with
four; the SF-S<18, SR and SC groups had only two subpopulations. Among the clusters of the
selected ram groups (SF-S, SF-S<18, SF-S> 18), cluster 1 of SF-S> 18 had the highest values
(P <0.05) of most kinetic parameters (VSL, VAP, LIN, STR, BCF and WOB), while cluster 2
of the SF-S<18 group had the smallest values (P <0.05). Cluster 1 of the SC group had the
highest values for VSL, VAP, LIN, STR, BCF and WOB in relation to the SF-S and SR
groups (P <0.05). It is concluded that the number, characteristics and proportion of the
subpopulations of mobile sperm are influenced by the selection of ram by age and
andrological criteria and by the methods of seminal conservation. The subpopulations are
more heterogeneous in the fresh semen of adult ram compared to the young ones submitted to
the selection and, more homogeneous in refrigerated and frozen seminal samples.

Keywords: Ovine, sperm kinetics, CASA, andrological, semen cooling, semen freezing.



INTRODUCAO GERAL

A ovinocultura é uma atividade pecuaria importante para o desenvolvimento
socioecondmico do Brasil. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2017), o efetivo ovino no ano de 2017 somou cerca de 17,98 milhdes de cabegas, com o
Nordeste se destacando com 64,22% do rebanho nacional, 0 que demonstra sua importancia
para a regido. Contudo, 0 pais ainda possui um rebanho ovino pouco especializado, com
indices produtivos médios insatisfatorios (PIRES et al., 2015) e com poucos avangos no
progresso genético.

O desempenho reprodutivo é um dos fatores que deve ser levado em consideracdo para
a obtencdo da maxima produtividade nos sistemas, sendo necessario 0 uso de ferramentas que
possibilitem melhores indices de fertilidade, desde a selecdo de reprodutores até as
biotécnicas reprodutivas como a inseminacao artificial (I1A) que, associadas ao melhoramento
genético, representam umas das principais formas para aumentar a producéo e a produtividade
da ovinocultura, possibilitando a disseminacdo de material genético de animais com
caracteristicas produtivas superiores.

A selecdo prévia de machos com elevado potencial reprodutivo € de suma
importancia, pois carneiros com bom desempenho sexual podem servir um maior nimero de
ovelhas, aumentando a pressdo de sele¢cdo com a maior difusdo dos seus genes (PACHECO,;
QUIRINO, 2010). Nesse contexto, a analise de sémen é um dos principais critérios de selecdo
que deve ser considerada na escolha desses reprodutores, por permitir uma avaliagdo do
potencial de fertilidade do carneiro (HAFEZ, 1995) e do seu rendimento e desempenho nas
biotecnologias da reproducao.

A motilidade espermatica é um dos parametros usados para avaliacdo da qualidade do
sémen, fornecendo informac6es importantes sobre sua capacidade de fertilizacdo no oviduto
(YANIZ et al., 2006). O movimento dos espermatozoides é avaliado usualmente através de
andlises subjetivas da motilidade, porém com o desenvolvimento da avaliagdo da cinética
espermatica assistida por computador (CASA), é possivel analisar de forma objetiva varios
parametros de muitas células em uma Unica amostra (MORTIMER, 2000; DEL OLMO et al.,
2013), diferindo cada uma de acordo com as suas caracteristicas cinéticas (THURSTON et al.,
2001).

O sémen é composto por um grupo heterogéneo de espermatozoides (subpopulacées)
que diferem quanto a sua morfologia (VICENTE-FIEL et al., 2013; PENA et al., 2005),
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cinética (QUINTERO-MORENO et al., 2003) e até sua resposta a estimulos fisiolégicos ou
biotecnolégicos (MARTINEZ-PASTOR et al., 2005). A identificacdo das subpopulacGes
espermaticas se faz relevante por fornecer informacbes sobre a qualidade do sémen,
permitindo que sejam selecionados machos que possuam maior porcentagem de células com
caracteristicas estruturais e funcionais superiores, e que tenham melhor desempenho ao serem
submetidos a reproducdo natural ou as biotécnicas da reproducdo (MENDONZA et al., 2012;
FERRAZ et al., 2014).

Varios estudos utilizaram o CASA associado a softwares especificos e procedimentos
estatisticos multivariados para caracterizar amostras seminais de diferentes espécies,
fornecendo informacdes relevantes quanto as caracteristicas bioldgicas dos espermatozoides
(QUINTERO-MORENO et al., 2003; MUINO et al., 2008; DORADO et al., 2010; BRAVO
etal., 2011; MARTI et al., 2012; PENA et al., 2012; KANUGA et al., 2012; DORADO et al.,
2013; GALLEGO et al., 2017; KANNO et al., 2017). A analise dos dados obtidos pelo
CASA, associada a métodos estatisticos, tem interesse pratico como método de avaliacdo
seminal. Isso possibilita a identificacdo e avaliacdo de diferentes grupos cinéticos de
espermatozoides e, consequentemente, a sua heterogeneidade (QUINTERO-MORENO et al.,
2003), que por sua vez, reflete a variabilidade do sémen e sua capacidade de responder a
diferentes situagdes in vitro e in vivo, que reflete na sua fertilidade (VYT et al., 2008). Assim,
0 estudo das subpopulacbes espermaticas, baseado na cinética, pode ser utilizado para
subsidiar as avaliacBes da qualidade das amostras in natura para fins de selecdo de
reprodutores, para acasalamento ou para doadores de sémen, assim como para controle de
qualidade das amostras submetidas a conservacdo pela refrigeracdo e congelacéo.

O presente trabalho teve como objetivo identificar, caracterizar e analisar a dindmica
das subpopulacdes espermaticas no sémen fresco, refrigerado e congelado de ovinos,
analisando as alteracdes da sua distribuicdo e caracteristicas cinéticas decorrentes dos

processos de selecdo etéria e androldgica dos reprodutores e métodos de conservagdo seminal.
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar, por meio da analise cinética computadorizada
(CASA), a influéncia dos processos de selecdo e métodos de conservacdo seminal sobre o
namero, caracteristica e proporcdo das subpopulacdes espermaticas. Foi avaliada a cinética de
337.606 espermatozoides distribuidos nos grupos: sémen fresco de carneiros sem nenhuma
selecdo (SF-T); sémen fresco de carneiros selecionados por exame andrologico (SF-S); sémen
fresco de carneiros jovens com idade entre 10 e 18 meses (SF-S<18) e adultos entre 19 e 58
meses (SF-S>18) selecionados por exame androldgico; sémen refrigerado (SR) e congelado
(SC) de carneiros selecionados por exame androldgico. Os dados gerados foram tabulados,
analisados, relativizados e avaliados pelo método de agrupamento Two-Step Cluster. Os
grupos SF-T e SR-S apresentaram trés subpopulacbes cada; o grupo SF-S>18 foi o0 mais
heterogéneo com quatro; ja os grupos SF-S<18, SR e SC apresentaram apenas duas
subpopulacdes. Entre os clusters dos grupos de carneiros selecionados (SF-S, SF-S<18, SF-
S>18), o cluster 1 do SF-S>18 apresentou os maiores valores (P<0,05) para a maioria dos
parametros cinéticos (VSL, VAP, LIN, STR, BCF e WOB), enquanto o cluster 2 do grupo
SF-S<18 os menores (P<0,05). O cluster 1 do grupo SC apresentou 0s maiores valores médios
para VSL, VAP, LIN, STR, BCF e WOB em relacdo aos grupos SF-S e SR (P<0,05).
Conclui-se que o numero, caracteristica e proporcdo das subpopulacGes espermaéticas do
sémen variam de acordo com a selecdo etéria e androldgica, e aos processos de conservacdo
seminal. As subpopulagfes sdo mais heterogéneas no sémen fresco de carneiros adultos em
relacdo aos jovens submetidos a selecdo, e mais homogéneas em amostras seminais
refrigeradas e congeladas.

Palavras-chave: Ovinos, cinética espermatica, CASA, androldgico, refrigeracdo do sémen,
congelacao do sémen.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate, through computerized system analysis (CASA),
the influence of selection processes and seminal conservation methods on the number,
characteristics and proportion of sperm subpopulations. The kinetics of 337,606 sperm
distributed in the groups were evaluated: fresh semen from ram without any selection (SF-T),
fresh semen from ram selected by andrological examination (SF-S), fresh semen from young
ram aged 10 to 18 months selected by andrological examination (SF-S<18) and adults
between 19 and 58 months (SF-S> 18) and refrigerated (SR) and frozen (SC) semen from ram
selected by andrological examination. The generated data were tabulated, analyzed,
relativized and evaluated by the Two-Step Cluster clustering method. The SF-T and SR-S
groups had three subpopulations each; the SF-S>18 group was the most heterogeneous with
four; the SF-S<18, SR and SC groups had only two subpopulations. Among the clusters of the
selected ram groups (SF-S, SF-S<18, SF-S> 18), cluster 1 of SF-S> 18 had the highest values
(P <0.05) of most kinetic parameters (VSL, VAP, LIN, STR, BCF and WOB), while cluster 2
of the SF-S<18 group had the smallest values (P <0.05). Cluster 1 of the SC group had the
highest values for VSL, VAP, LIN, STR, BCF and WOB in relation to the SF-S and SR
groups (P <0.05). It is concluded that the number, characteristics and proportion of semen
sperm subpopulations vary according to age and andrological selection, and seminal
conservation processes. The subpopulations are more heterogeneous in the fresh semen of
adult ram compared to the young ones submitted to the selection and, more homogeneous in
refrigerated and frozen seminal samples.

Keywords: Ovine, sperm kinetics, CASA, andrological, semen cooling, semen freezing.



1. Introducéo

A avaliacdo cinética dos espermatozoides é uma importante ferramenta de selecao de
reprodutores e amostras seminais para 0 manejo reprodutivo e programas de inseminacao
artificial (1A) com uso de sémen refrigerado e congelado, potencializando a aplicabilidade das

técnicas e a disseminacao do material genético de qualidade a diferentes rebanhos.

A anélise computadorizada do sémen permite diminuir a subjetividade da avaliacdo da
cinética espermatica, considerando a variabilidade nos padrdes de movimento dos
espermatozoides dentro de um mesmo ejaculado [1] ou amostra. Diversos trabalhos
abordaram a avaliacdo computadorizada da cinética espermatica associada a anélise estatistica
multivariada, identificando e caracterizando agrupamentos de células méveis no sémen [2—
11]. A analise de cluster € um desses métodos de estatistica multivariada que formam grupos
de espermatozoides usando pardmetros de um grande conjunto de dados [3]. Assim, é
possivel determinar 0 nimero e a propor¢cdo, além de caracterizar subpopulacfes de

espermatozoides com diferentes comportamentos cinéticos em amostras de sémen.

O nUmero e as caracteristicas das subpopulacdes espermaticas em uma amostra podem
ser influenciados por diversos fatores, dentre os quais, genéticos e individuais [12,13],
ambientais, como sazonalidade [10], etérios [14] e aqueles ligados a processos de conservagado
do sémen, a exemplo da criopreservacdo [15]. Acredita-se que as diferencas entre as células
espermaticas em mamiferos sdo adquiridas durante a espermatogénese e maturacdo no

epididimo, que possui espermatozoides em diferentes estagios de desenvolvimento [16].

O ejaculado é composto por um grupo heterogéneo de espermatozoides que se
distinguem entre si quanto a seus padrdes estruturais, como a morfometria de cabeca e cauda
[17], e funcionais, como a sua capacidade de sofrer capacitacdo em diferentes condicOes [18]
e a cinética [6]. Essa heterogeneidade garante um maior potencial deste grupo de
espermatozoides em fertilizar o odcito [19]. Para algumas espécies de mamiferos é importante
que existam no ejaculado diferentes subpopulacdes esperméticas que estejam preparadas para

a fertilizacdo em diferentes momentos e situacdes [20].

A andlise e a identificacdo da heterogeneidade funcional, a exemplo da cinética, é
relevante por permitir selecionar grupos de espermatozoides de melhor qualidade [21], maior
resisténcia ao processo de criopreservacao [2] e maior capacidade de fertilizacdo do odcito

[19,22]. Assim, vérios trabalhos ja identificaram e reconheceram a presenca de subpopulacdes
9



espermaticas em amostras seminais de diversas espécies, como em bovinos [2,15], caprinos
[4], caninos [5], equinos [6,7], peixes [8,9] e também em ovinos [10,11], tendo sido

identificada relacdo com a fertilidade do sémen [19].

Os estudos de subpopulacdo espermatica em ovinos se restringem a sua identificagéo,
classificacdo, caracterizacao e analises de frequéncia no sémen fresco [10] ou criopreservado
[23]. Contudo, até o momento, ndo foram realizados em um unico trabalho estudos
comparativos das alteragdes nas subpopulacdes de espermatozoides mdveis advindas da
selecdo de reprodutores e da refrigeracdo e congelacdo do sémen em ovinos. Este trabalho
teve como objetivo avaliar a influéncia dos critérios de selecdo de reprodutores e métodos de
conservacdo seminal sobre o numero, caracteristicas e proporcdo das subpopulacbes de

espermatozoides moéveis no sémen de carneiros.

2. Material e Métodos

Foram utilizadas informacbes do banco de dados de analise computadorizada da
cinética espermatica geradas a partir de amostras de sémen obtidas e submetidas aos mesmos
procedimentos padrdes, desde a coleta até a sua avaliacdo. Todos os procedimentos foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da unidade da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA), Embrapa Tabuleiros Costeiros
(protocolos: 18112015.0001 e 13072016.0006).

Os trabalhos de campo foram conduzidos no Nucleo de Conservacao in situ de Ovinos
Santa Inés da Embrapa Tabuleiros Costeiros, no Campo Experimental Pedro Arle (Frei Paulo-
SE, Brasil), situado geograficamente na latitude de 10°36°12.63” Sul ¢ longitude de
37°38°30.41” Qeste. As analises laboratoriais foram realizadas no Laboratério de
Biotecnologia da Reproducdo Animal (LABRA), na sede da Embrapa Tabuleiros Costeiros,

municipio de Aracaju, Brasil.

2.1 Animais experimentais e manejo

Foram utilizados dados de carneiros da raca Santa Inés com idade entre 10 e 58 meses,
mantidos em sistema do tipo semi-intensivo com forragens nativas e cultivadas, compostas
pelos capins pangola (Digitaria decumbens L), estrela (Cynodon nlemfuensis), buffel
(Cenchrus ciliares) e Panicum maximum cv. aruana e green-panic, durante o dia, e
suplementacdo com volumoso (V) de silagem de milho e concentrado (C) a base de farelo de

soja e farelo de milho na propor¢cdo 50V:50C, ao serem recolhidos para pernoitar em
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estabulos a noite. Todos os animais receberam sal mineral especifico para ovinos e dgua ad

libitum.

2.2 Coleta e processamento do sémen

A coleta seminal foi realizada por meio de vagina artificial aquecida (43-45°C), com
uso de ovelhas em estro natural como estimulo sexual para os carneiros. Os ejaculados foram
avaliados no estado fresco in natura ou submetidos a conservacdo por refrigeracdo ou por

criopreservacao.

2.2.1 Refrigeragéo do sémen

Amostras de sémen foram diluidas considerando-se a quantidade de espermatozoides
(100 x 10% e o volume (0,25 mL) da dose inseminante, 0 que correspondeu a uma
concentragdo final de 400 x10° sptz/mL. O meio diluidor utilizado foi a base de Glicina-
Gema-Leite (GGL) [24], com modificagbes como: aquecimento do leite desnatado (92-95°C,
10 minutos), para inativar fatores toxicos e fragbes proteicas [25]; substituicdo dos
antibidticos da férmula original por sulfato de gentamicina [26,27]; e remocao do crioprotetor
glicerol da formulacdo. Ao final, o0 meio GGL modificado apresentou pH e osmolaridade
médios de 7,1 e 318 mOsm/Kg, respectivamente. Em seguida, as amostras de sémen diluido
foram envasadas em palhetas francesas de 0,25mL, acondicionadas em saco de polietileno
atoxico e depositadas no interior de um tubo de vidro envolto em alcool absoluto, dentro de
um recipiente plastico. As amostras foram colocadas em um refrigerador ajustado a
temperatura de 5°C, obtendo-se uma taxa de refrigeragdo média de 0,22°C/minuto [27]. O
sémen diluido foi mantido no refrigerador a 5°C por 48 ou 72 horas até a sua avaliacdo, ndo
havendo diferenca entre 0s momentos quanto aos parametros cinéticos, sendo estes agrupados

em um unico grupo experimental de sémen refrigerado (SR).

2.2.2 Criopreservacao do sémen

Amostras de sémen foram submetidas a congelagcdo em meio diluidor GGL [24], com
as mesmas modificacdes relatadas no processo de refrigeracdo, porem com adicdo de 5% do
crioprotetor glicerol, apresentando médias de pH 7,0 e osmolaridade de 1400 mOsm/Kg. O
sémen também foi envasado em palhetas francesas de 0,25mL com 100 x 108

espermatozoides, correspondendo & mesma concentragdo final (400 x10° sptz/mL).

A congelacéo foi feita de forma automatizada transferindo-se as palhetas contendo o

sémen diluido para a maquina (TK 4000®, TK Tecnologia em Congelacdo Ltda, Uberaba-
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MG), programada para executar uma curva de refrigeragdo a uma velocidade de
0,25°C/minuto até 5°C, com manutencdo dessa temperatura até completar 120 minutos do
inicio do processo. A etapa subsequente de congelagéo foi realizada a uma velocidade de -
20°C/minuto até atingir -140°C, quando as palhetas de sémen foram imersas em nitrogénio
liguido (N2L) para serem colocadas em raques e armazenadas em botijdo criogénico na
temperatura final (-196°C).

2.3 Avaliacado computadorizada da cinética espermatica

Amostras de sémen fresco, refrigerado e criopreservado foram submetidas a anéalise
computadorizada da cinética espermatica (CASA). As amostras de sémen fresco e refrigerado
foram imediatamente avaliadas, enquanto aquelas de sémen congelado foram descongeladas
em banho-maria a 40°C por 20 segundos para serem submetidas a avaliacao.

As amostras foram previamente diluidas em uma solucdo avaliadora pré-aquecida a
37°C [27], a uma concentracéo de 20 x 10° sptz /mL. Depois de homogeneizadas e mantidas a
37°C por 5 minutos, foram pipetadas aliquotas das amostras diluidas para a camara de
Makler® (Sefi-Medical Instruments, Haifa, Israel), pré-aquecida a 37°C, para captura e
analise de imagens por meio de uma camera de video (Basler Vision Technologies® 602FC,
Ahrensburg, Alemanha) conectada a um microscopio com contraste de fase (Nikon® 50i,
Japdo), com objetiva sob aumento de 100 vezes.

A captura foi feita a uma velocidade de 100 imagens/segundo, com selecdo manual de
quatro campos equidistantes de um mesmo ponto central, capturando-se no minimo 500
células por amostra e uma média de 150 células por campo. As imagens capturadas foram
analisadas pelo Sperm Class Analyzer (SCA®, Microptics, S.L. Versdao 5.0, Barcelona,
Espanha), tendo-se como padrdo o set-up de fabrica para a espécie ovina com ajustes de
particulas com 4rea entre 30 e 70 um?2 Foram analisados os pardmetros cinéticos: velocidade
curvilinea (VCL), velocidade em linha reta (VSL), velocidade do percurso médio (VAP),
linearidade (LIN), retilinearidade (STR), amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH),
frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF) e indice de oscilacdo (WOB). Foram
considerados como moveis apenas aqueles espermatozoides que apresentaram valores de
VCL superiores a 10um/segundo. As células espermaticas foram classificadas em lentas,
médias e rapidas, de acordo com o valor do VCL < 100um/segundo, > 100 pm/segundo e <

200 pm/segundo, e > 200 pm/segundo, respectivamente. Além disso, aqueles
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espermatozoides que apresentaram valores de STR > 70% e LIN > 40% foram considerados

progressivos e lineares, respectivamente.

2.4 Caracterizagao dos grupos e delineamento experimental
Os dados da cinética espermatica foram divididos nos seguintes grupos
experimentais formados a partir de amostras de sémen de animais que atendiam a critérios
etarios (<18 ou >18 meses de idade), baseados no trabalho de Mandiki et al. [28] que

relataram que a maturidade sexual dos carneiros foi alcangada aos 17 e 18 meses de idade, e

a critérios androlégicos (ejaculados com numero total de espermatozoides >3 x 10°

motilidade espermatica avaliada subjetivamente >75%, e percentual de espermatozoides

com morfologia normal >80%, segundo o Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal-CBRA

[29]) e que foram conservadas por diferentes métodos (refrigeracdo ou congelacéo):

e SF-T - Sémen fresco (SF) de carneiros sem selecdo etaria e androldgica (138.626
espermatozoides);

e SF-S - Sémen fresco de carneiros oriundos do SF-T, selecionados (S) pelos critérios
androldgicos (69.338 espermatozoides);

e SF-S<18 - Sémen fresco de carneiros contemporéaneos e jovens (10 a 18 meses de idade)
oriundo do SF-T, selecionados pelos critérios androlégicos (17.419 espermatozoides);

e SF-S>18 - Sémen fresco de carneiros ndo contemporaneos e adultos (19 a 58 meses de
idade) oriundo do SF-T, selecionados pelos critérios androlégicos (51.919
espermatozoides);

e SR - Sémen refrigerado (SR) de carneiros adultos selecionados previamente pelos critérios
androldgicos (14.816 espermatozoides);

e SC - Sémen congelado (SC) de carneiros adultos selecionados previamente pelos critérios
androldgicos (45.488 espermatozoides).

2.5 Processamento dos dados e anélise estatistica

Os dados obtidos a partir dos parametros de cinética espermatica (VCL, VSL, VAP,
LIN, STR, ALH, BCF e WOB) originarios dos grupos experimentais (SF-T; SF-S; SF-S<I8;
SF-S>18; SR; SC) foram ajustados por meio da relativizagdo, em que cada valor foi dividido
pelo somatdrio de todos os valores do parametro [30], possibilitando a interpretacdo de todos
0s dados em uma mesma unidade de medida.

Em seguida, os dados dos parametros cinéticos foram avaliados utilizando-se o

método estatistico de analise multivariada Two-Step Cluster, disponivel no software SPSS
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13.0, segundo procedimentos descritos por Beirdo et al. [31] e Martinez-Pastor et al. [32],
sendo cada espermatozoide considerado uma repeticdo dentro do grupo. A realizagdo desse
procedimento levou em consideracdo a distancia entre os grupos através do célculo de log-
verossimilhanca e o critério bayesiano de Schwarz (BIC), os quais auxiliam a formacédo dos
clusters dentro de cada grupo experimental.

Depois da definicdo dos clusters, as médias de cada parametro foram comparadas
entre si a fim de diferenciar as subpopulacdes espermaticas entre 0s grupos experimentais. Os
dados foram submetidos a avaliacdo de normalidade usando o teste de Shapiro-Wilk, nédo
apresentando distribuicdo normal mesmo apds a transformacdo. Assim, foi aplicada a
estatistica ndo paramétrica, utilizando-se uma andlise de variancia pelo teste de Kruskal-
Wallis. As comparacdes das médias foram feitas considerando-se 95% de nivel de confianca
usando-se o pacote estatistico SAS (SAS Institute, Inc., 2010).

3. Resultados

Estdo apresentadas na Tabela 1 as médias dos pardmetros cinéticos dos
espermatozoides dos grupos experimentais. O grupo de sémen fresco de carneiros
selecionados pelos critérios andrologicos (SF-S) apresentou menores valores médios (P<0,05)
dos parédmetros cinéticos VCL, VSL, VAP, ALH, BCF e WOB em compara¢do ao grupo de
sémen fresco de carneiros sem selecdo (SF-T). Apenas os parametros LIN e STR néo
diferiram entre esses grupos (P>0,05).

O grupo de sémen fresco de carneiros jovens selecionados (SF-S<18) obteve menores
valores médios (P<0,05) para os parametros VCL, VSL, VAP, ALH e BCF quando
comparado ao grupo SF-S, sendo semelhante entre si para LIN, STR e WOB (P>0,05). J4 o
grupo de sémen fresco de carneiros adultos selecionados (SF-S>18) obteve maiores valores
médios (P<0,05) para os parametros VCL, VSL, VAP, ALH e BCF quando comparado com 0
grupo SF-S sendo semelhantes entre si para LIN, STR e WOB (P>0,05). O SF-S<18
apresentou menores valores que o SF-S>18 para VCL, VSL, VAP, LIN, STR, ALH e BCF
(P<0,05) sendo iguais apenas para WOB (P>0,05).

O grupo de sémen refrigerado (SR) obteve menores médias em todos 0s parametros
cinéticos (P<0,05) quando comparado com o grupo SF-S. Ja o sémen congelado (SC),
apresentou menores valores médios (P<0,05) que o SF-S para a maioria dos parametros
(VCL, VSL, VAP, STR, ALH e BCF). Ja para as variaveis LIN e WOB maiores médias

foram obtidas no grupo SC em comparacdo com o SF-S (P<0,05). Na comparacao entre 0s
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métodos de conservacdo seminal, verificou-se que o SR apresentou valores inferiores
(P<0,05) ao SC para quase todos os parametros (VCL, VSL, VAP, LIN, STR, BCF e WOB),
a excecdo do ALH que foi maior (P<0,05).

Nas Tabelas 2 e 3 estdo expostos a quantidade, os valores médios dos parametros
cinéticos e as propor¢des de espermatozoides das subpopula¢des (cluster) espermaéticas para
cada grupo experimental. O SF-T e SF-S apresentaram a formagéo de trés clusters cada um,
sendo que a soma dos clusters 1 e 2 destes dois grupos, caracterizados por apresentarem
células espermaticas rapidas, lineares e progressivas, representaram 81,20% e 82,90% do total
de espermatozoides em cada grupo, respectivamente. Ja os clusters 3 de ambos 0s grupos,
apresentaram células com velocidade mediana, ndo lineares e ndo progressivas. Comparando-
se as subpopulacdes desses grupos quanto as médias dos parametros cinéticos, verificou-se
que o cluster 1 do SF-T foi 0 que apresentou os maiores valores (P<0,05): VSL, VAP e BCF
foram maiores e LIN, STR e WOB foram um dos maiores. J& o cluster 3 do grupo SF-S
apresentou 0s menores valores para todas as varidveis avaliadas em comparacdo com 0sS
demais clusters de ambos os grupos (P<0,05).

No grupo SF-S<18 foi observada a formacao de apenas duas subpopulac¢des sendo o
cluster 1 com o predominio de 77,90% de espermatozoides caracterizados como répidos,
lineares e progressivos, enquanto o cluster 2, caracterizou-se por conter espermatozoides
lentos, ndo lineares e ndo progressivos em menor proporcao (22,10%). No grupo SF-S>18 foi
observada a formacdo de quatro clusters sendo os de nimero 1, 2 e 3 0s que contiveram
células espermaticas rapidas, lineares e progressivas, somando 84,20% do total de
espermatozoides, enquanto o cluster 4, em menor proporcdo (15,80%), foi caracterizado por
conter células com velocidade mediana ndo lineares e ndo progressivas.

Na comparacao das subpopulac6es dos grupos cujos carneiros foram selecionados por
critérios andrologicos (SF-S, SF-S<18 ¢ SF-S>18), observou-se que o cluster 1 do SF-S>18
foi 0 que apresentou os maiores valores (P<0,05) da maioria dos parametros cinéticos: uma
das maiores médias de VCL e as maiores médias de VSL, VAP, LIN, STR, BCF e WOB. Ja o
cluster 2 do grupo SF-S<18 foi o que teve as menores médias para todos 0s parametros entre
0s grupos de sémen de carneiros selecionados (P<0,05).

Os grupos de amostras de sémen conservado (SR e SC) apresentaram duas
subpopulagBes cada, com os clusters 1 de ambas, caracterizados por apresentarem
espermatozoides rapidos, lineares e progressivos, correspondendo a 57,20% e 59,90% do total

de células, respectivamente. Os clusters 2 desses grupos foram caracterizados por células
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espermaticas lentas, ndo lineares e ndo progressivas, e representaram 42,80% (SR) e 40,10%
(SC) do total de espermatozoides das amostras de sémen. Na comparacdo entre as
subpopulacBes dos grupos de sémen conservado (SR e SC) e do sémen fresco (SF-S) de
carneiros selecionados, encontrou-se que o cluster 1 do SC apresentou as maiores médias
(P<0,05) para a maioria dos parametros cinéticos: VSL, VAP, LIN, STR, BCF e WOB. Em
contrapartida, o cluster 2 do SC foi o que apresentou um maior nimero de parametros
cinéticos com os menores ou um dos menores valores (P<0,05): VCL, VSL, VAP e ALH.

Na Figura 1 estdo apresentadas graficamente as distribuicdes das subpopulacbes de
espermatozoides moveis dos grupos experimentais considerando-se cada carneiro. Os
carneiros variaram entre si quanto ao nimero de subpopulacdes esperméticas nos grupos SF-

T, SF-S e SF>18, e quanto as suas proporc¢des de espermatozoides em todos 0S grupos.

4. Discussao

A andlise das subpopulagdes espermaticas tem sido amplamente discutida, pois
estudos demonstram que a heterogeneidade de uma amostra de sémen pode estar
correlacionada com a fertilidade do macho. A avaliagdo computadorizada da cinética
espermatica associada a andlise estatistica multivariada tem possibilitado a identificacdo e
caracterizacdo de diferentes grupos de espermatozoides moveis refletindo assim a
heterogeneidade de uma amostra seminal quanto ao movimento espermatico [6,33,34,12].

Quanto maior for a heterogeneidade espermatica de uma amostra de sémen, maiores
serdo as diferencas entre 0s espermatozoides quanto as suas caracteristicas ou aptiddes e, esta
diversidade celular, pode aumentar as chances de um determinado ejaculado ou amostra ter
sucesso em um acasalamento natural ou em uma biotecnologia da reproducdo, como a
fertilizagdo in vitro (FIV) e inseminacdo artificial [20]. Assim, a identificagdo de
subpopulacBes de espermatozoides proporciona melhorias nas técnicas de avaliacdo da
qualidade seminal, potencializando os procedimentos de selecdo de reprodutores e de
fertilizag&o artificial [35,36].

A maior quantidade de subpopulacdes espermaticas reflete em uma maior
heterogeneidade do sémen. Uma amostra de sémen heterogénea é caracterizada por conter
distintas populacdes de espermatozoides em diferentes niveis de maturacdo e estado
bioldgico, que sdo capazes de fertilizar o odcito em diferentes momentos [20], ambientes e
situacOes de acordo com a sua aptidao. A competéncia fertilizante do espermatozoide depende
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de sua capacidade de se adaptar ao novo ambiente no trato genital feminino, sofrer a
capacitacdo adquirindo a capacidade de interagir e fertilizar o odcito [37].

Diferentes nimeros de subpopulacdes ja foram descritos no sémen de ovinos, variando
de 3 a 5 subpopulacdes [10,13,36,38]. Bravo et al. [10] relataram a ocorréncia de cinco
subpopulacdes espermaéticas no sémen de ovinos da raca lle de France com prevaléncia de
espermatozoides rapidos. Os referidos autores utilizaram uma configuracdo do sistema de
analise computadorizada da cinética diferente deste trabalho, considerando células com VCL
superior a 70 pm/segundo como rapidas e STR > 80% como progressivas, o que pode explicar
as diferencas entre os resultados relatados neste trabalho que obteve de 2 a 4 subpopulagdes
no sémen fresco. Além disso, essa variacdo no nimero de subpopula¢des pode ser atribuida as
diferencas entre racas, sendo o nosso trabalho o primeiro relatado na raga Santa Inés.

A influéncia dos processos de selecdo de reprodutores sobre a heterogeneidade
espermatica no sémen ndo tinha sido avaliada até o presente momento. Além disso, um estudo
comparando como se comporta essa heterogeneidade nos diferentes processos de conservagao
do sémen também ndo havia sido feito até entdo. No presente estudo, a cinética de 337.606
espermatozoides, avaliada pela associacdo entre o sistema computadorizado de andlise de
sémen (CASA) e a estatistica de agrupamento Two-Step Cluster, foi capaz de determinar os
efeitos da selecdo prévia dos carneiros pela faixa etaria e exame androldgico, e pelos
processos de conservacao do sémen, como a refrigeracdo e a criopreservagao, sobre o nimero,
caracteristica e distribuicdo de diferentes subpopulacbes de espermatozoides madveis.

Os valores médios da maioria dos parametros cinéticos avaliados do grupo de sémen
fresco de carneiros sem selecdo androldgica (SF-T) foram superiores comparados ao grupo de
sémen fresco de carneiros selecionados (SF-S). Embora tenha apresentado valores cinéticos
médios inferiores ao grupo SF-T, o SF-S apresentou propor¢do semelhante de
espermatozoides velozes, lineares e progressivos (cluster 1 e cluster 2) que aquela observada
no grupo SF-T (82,90% vs. 81,20%). Além disso, o grupo SF-S apresentou propor¢do
semelhante de espermatozoides moveis (91,78%) em relacdo ao grupo SF-T (90,83%). Assim,
aparentemente, a selecdo por critérios androldgicos basicos preconizados pelo CBRA [29] ndo
alterou a heterogeneidade espermatica do sémen fresco de carneiros, 0 que pode ser uma
grande vantagem ja que a manutencdo da diversidade das células espermaticas pode garantir
sua maior fertilidade frente ao variado espectro de situagdes a que elas séo submetidas, seja in

Vivo ou in vitro.
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A anélise da proporcao de subpopulacdes de espermatozoides com alta velocidade, de
maior linearidade e mais progressivos pode ser usada como uma ferramenta poderosa para
mensurar a capacidade de fertilizacio de um animal [10] ou amostra seminal.
Espermatozoides com maior velocidade em linha reta podem ter melhor desempenho no
transporte espermético através do trato reprodutivo e na penetragdo do odcito [39]. O
transporte espermatico 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
formacgdo de reservatorios, que promovem a liberacdo prolongada destas células [40]. O
sémen com uma maior propor¢do de espermatozoides com parametros cinéticos de maior
velocidade, linearidade e progressividade sdo mais eficientes e suscetiveis a conseguirem
atravessar a barreira de muco do trato reprodutivo da fémea [36], sendo fortemente
relacionada com a capacidade de fertilizacdo [41,42].

O grupo de amostras de sémen fresco de carneiros jovens de 10 a 18 meses de idade e
contemporaneos (SF-S<18) apresentou os menores valores médios para a maioria dos
parametros cinéticos e menor numero de subpopulacfes espermaticas em relacdo ao grupo de
carneiros adultos de 19 a 58 meses de idade (SF-S>18). Entretanto, o total de espermatozoides
maoveis para ambos os grupos foi semelhante, 91,55% e 91,86%, para 0s grupos SF-S<18 e
SF-S>18, respectivamente. Os menores valores médios para a maioria dos parametros
cinéticos e menor numero de subpopulacdes espermaticas do grupo de carneiros jovens, talvez
possa ser explicado pela menor maturidade sexual desses animais, refletindo-se na producéo
espermatica. Trabalhos demonstraram que machos mais jovens possuem diferencas quanto a
morfometria espermatica [43] com um maior nimero de espermatozoides defeituosos e de
menor motilidade quando comparados aqueles de machos adultos [44,45]. Apesar dos
carneiros jovens terem sidos aprovados pelos critérios recomentados pelo CBRA [29], o
processo de selecdo androldgica empregado rotineiramente de forma subjetiva, talvez ndo seja
capaz de identificar diferencas morfoldgicas e funcionais sutis nos espermatozoides destes
animais que podem ter interferido na sua cineética.

A menor heterogeneidade celular em animais jovens também foi encontrada por
Martin et al. [11], que ao avaliarem a morfologia espermatica no sémen descongelado,
verificaram que 0s animais mais maduros (36 meses) apresentaram quatro subpopulacfes bem
definidas, enquanto os animais mais jovens (12 meses) possuiam apenas trés, mostrando o
efeito da maturidade do carneiro sobre a diversidade das subpopulacBes espermaéticas. A

selecdo de carneiros adultos (SF-S>18) melhorou os valores médios da maioria dos
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pardmetros cinéticos avaliados. Além disso, 0 grupo SF-S>18 apresentou um maior nimero
de subpopulagcdes com a formacdo de quatro clusters. Deste modo, pode-se inferir que a
selecdo de carneiros adultos e aprovados em exame androldgico aumentou a heterogeneidade
celular e melhorou a qualidade do sémen fresco.

O ambiente é composto por diversos fatores estressores que interagem com toda a
fisiologia animal, gerando diferentes respostas denominadas interagcdo animal-ambiente
[10,46,47]. Ao agrupar carneiros jovens, forma-se um grupo mais homogéneo quanto ao nivel
de exposicdo a condi¢cdes ambientais e de manejo que afetam a fisiologia e consequentemente
0 potencial reprodutivo. Assim, animais mais jovens sdo, na maioria das vezes, menos
expostos a varidveis externas em relacdo aos animais mais maduros. Desta forma, a maior
diversidade ambiental a que os carneiros adultos foram expostos, pode ter refletido na
heterogeneidade das suas subpopulac@es espermaticas. Além disso, o grupo de animais jovens
utilizado neste trabalho é contemporaneo, oriundo de uma mesma geracdo, enquanto 0s
animais mais maduros vieram de geracdes diferentes, o que também pode ter refletido na
maior heterogeneidade do grupo de carneiros adultos.

A conservacdo do sémen foi ampliada nas Gltimas décadas para atender as grandes
demandas das biotécnicas reprodutivas, contudo, acarreta diminuicdo na capacidade
fertilizante dos espermatozoides por provocar importantes mudancas estruturais e em sua
qualidade. Como esperado, 0s processamentos de conservacdo utilizados neste trabalho,
representados pela refrigeracdo e a congelacdo, reduziram a proporcdo de espermatozoides
moveis, dos valores médios dos parametros cinéticos e a quantidade de subpopulacdes e,
consequentemente, a heterogeneidade espermatica. Pdde-se perceber que as amostras de
sémen conservado foram compostas por duas subpopulacdes bem definidas, com a maior
proporcao de espermatozoides rapidos, lineares e progressivos (57,20% no sémen refrigerado
e 59,90% no congelado), com 83,58% e 82,93% de espermatozoides moveis no sémen
refrigerado e congelado, respectivamente.

A refrigeragdo do sémen a 5°C diminui a atividade metabolica dos espermatozoides,
permitindo 0 seu armazenamento antes da inseminacdo artificial [25]. Entretanto, a
manipulacdo do sémen durante o processo de conservacdo promove danos estruturais,
bioquimicos e funcionais nos espermatozoides, reduzindo a sua viabilidade [48]. J& foi
evidenciado que 0 aumento na duracdo do armazenamento do sémen refrigerado, diminui a
motilidade espermaética [49], interferindo negativamente na taxa de concepcédo apds a IA [50].

Dessa forma, os menores valores médios dos parametros avaliados do sémen refrigerado (SR)
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podem ser explicados pelo tempo de armazenamento das amostras entre 48 e 72 horas antes
da sua avaliacdo, o que pode ter sido muito tempo, explicando o porqué das médias do sémen
refrigerado serem menores do que do sémen congelado. No entanto, sdo necessarios mais
estudos que utilizem diferentes periodos de refrigeracdo, principalmente 24 horas de
armazenamento, para verificar o efeito desse tipo de conservacdo sobre as subpopulagdes
espermaticas.

Trabalhos demostraram que a criopreservacdo do sémen altera as diferentes
subpopulacBes de espermatozoides mdveis presentes inicialmente no sémen fresco, e essas
modificaces podem afetar os pardmetros cinéticos e a distribuicdo dos espermatozoides de
cada subpopulacédo [15,21,51,52]. Ledesma et al. [53] encontraram quatro subpopulagcdes no
sémen congelado de ovinos. Contudo, no presente estudo, foi encontrada diminui¢do na
heterogeneidade espermatica no sémen congelado em relacdo ao sémen fresco, com a
formagéo de apenas duas subpopulacdes.

Apesar da subpopulacdo de maior propor¢édo de espermatozoides do sémen congelado
(cluster 1) ter obtido maiores valores para a maioria dos parametros cinéticos em comparagao
a subpopulacdo de maior proporcdo do sémen fresco de carneiros selecionados (SF-S), deve-
se considerar que o grupo de sémen congelado apresentou menor porcentagem de células
espermatica moveis (82,93%) em relacdo ao sémen fresco (91,78%).

A identificagdo das subpopulacGes espermaticas no sémen de reprodutores é relevante
para selecionar aqueles que possuam maior nimero e porcentagem de subpopulacbes
superiores e, consequentemente, que possuam maior potencial de utilizacdo no manejo
reprodutivo e em processos de conservacdo seminal. O macho possui influéncia na
distribuicdo das subpopulacbes de espermatozoides no sémen, e essa variagdo pode ser
oriunda de diferencas nas caracteristicas morfologicas [54,55], motilidade e velocidade
espermaticas [34,56]. Maroto-Morales et al. [13], trabalhando com morfometria espermatica
em ovino, relataram consideravel variacdo individual entre os machos nas porcentagens de
espermatozoides dentro de cada subpopulacdo. Os carneiros utilizados no nosso trabalho
variaram entre si quanto a proporcdo das subpopulacfes independentemente do grupo. Além
disso, nos grupos SF-T, SF-S e SF-S>18 foi observada uma variagao entre 0s carneiros quanto
ao numero de subpopulacdes espermaticas, o que representa uma maior diversidade entre eles.
Todos os carneiros dos grupos SF-S<18, SR e SC apresentaram todas as subpopulacdes,

refletindo menor heterogeneidade espermatica entre eles. Novamente percebe-se que
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carneiros com menor maturidade sexual e métodos de conservacdo do sémen diminuem a

diversidade espermética.

5. Concluséao

A selecdo de carneiros por critérios androldgicos basicos preconizados pelo Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA) ndo altera o numero nem a propor¢do de
subpopulacdes de espermatozoides com qualidade cinética, mantendo a heterogeneidade do
sémen fresco. A quantidade e as caracteristicas cinéticas das subpopulacfes espermaticas no
sémen fresco de carneiros sdo influenciadas pela faixa etaria dos animais. A selecdo de
carneiros adultos pode aumentar a qualidade cinética e o numero de subpopulacGes
espermaticas, aumentando a heterogeneidade do sémen fresco. O sémen fresco de carneiros
mais jovens possui menor quantidade de subpopulagbes espermaticas (menor
heterogeneidade) que aquele de carneiros adultos, mas mantém a mesma propor¢do de
espermatozoides rapidos, lineares e progressivos.

A quantidade e as caracteristicas cinéticas das subpopulacdes espermaéticas de
carneiros sao influenciadas pelos métodos de conservacdo do sémen. O numero de
subpopulacBes de espermatozoides mdveis € menor em amostras seminais submetidas a
refrigeracdo e congelacdo em relacdo ao sémen fresco. A conservagdo seminal diminui a
proporcdo das subpopulacbes espermaticas consideradas rapidas, progressivas e lineares.
Apesar do sémen congelado apresentar subpopulagdo espermatica com melhor qualidade
cinética que aquelas do sémen fresco, deve-se considerar que a proporc¢do de espermatozoides
moveis destas amostras € menor. O nUumero e a propor¢do de espermatozoides das
subpopulagdes variam entre carneiros, em especial nas amostras de sémen fresco de animais
adultos, com menor variagdo em amostras de sémen de animais jovens e submetidas a

conservacao seminal.
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Tabela 1

Parametros cinéticos de espermatozoides moveis no sémen fresco de carneiros Santa Inés submetidos a critérios de selecdo etéria e androldgica e
a diferentes métodos de conservacdo seminal. Valores expressos em média + desvio padrao.

Parametros cinéticos

Grupos VCL (um/s) VSL (um/s) VAP (um/s) LIN (%) STR (%) ALH (um) BCF (Hz) WOB (%)
SF-T 272,29+101,01°  11493+62,27°  156,07+60,44°  4033+17,98°  6866+2603%  341+113° 3871+1665° 56,76 + 10,29"
SF-S 267,30 £ 102,02° 112,56 +61,65° 152,64 + 60,94° 40,00 +17,97°°  6850+2625% 338+115° 38,07+16,70° 56,33 + 10,58°
SF-S<18 226,78 + 99,95° 99,22 + 59,274 130,28 + 61,73° 39,62+19,30°  68,00+2842° 298+115% 3480+17,88°  5520+13,07°
SF-S>18 280,89 + 99,62° 117,03 + 61,782 160,14 + 58,80? 4013+1750°  68,65+2548%  352+111%®  39,19+1613% 56,71 +9,58°
SR 153,69 + 91,46 59,16 + 47,48° 82,03 + 51,93 3296 +18,519  61,23+27,07%  235+1,190°  2122+1599" 51,15+ 15,05
sC 202,29 +137,48° 107,56 +104,47% 137,00 +111,119  4153+26,28"  6298+30,85°  224+118"  3134+2260° 60,64 + 18,797

SF-T: sémen fresco sem selecdo; SF-S: sémen fresco de carneiros selecionados por critérios androlégicos; 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; 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
Caracterizacdo das subpopulacdes de espermatozoides moveis obtidas pela analise cinética espermatica computadorizada (CASA) do sémen de
carneiros Santa Inés submetidos a critérios de selegdo etéria e androldgica e a diferentes métodos de conservacdo seminal. Valores expressos em

média £ desvio padréo.

Grupo

Cluster

Parametros cinéticos

VCL (um/s) VSL (um/s) VAP (um/s) LIN (%) STR (%) ALH (um) BCF (Hz) WOB (%)
1 304,32 +7337% 138,94 +47,12° 179,63 +39,16% 46,67+ 13,73%  77,43+18,72¢ 3,71+0,88Y 4546 +11,34° 59,85+ 7,42°
SF-T 2 308,13+77,06° 13256+47,90" 177,10+39,63" 44,13:14,16°0 7484:19,63° 381+093° 4357+1194° 5841x7,72"
3 126,77 +62,58" 22,95 + 21,08’ 58,93 + 33,48 17,59 + 15,48} 35,71+26,12' 195+0,82) 13,04+8,90" 46,09 + 13,23
1 310,26 + 74,43 133,78 +48,28° 178,42 +39,61° 44,05+13,989  7492+19,63% 3,86+091° 4342+1170° 58,28+ 7,42
SF-S 2 286,61+ 7742°  130,40+46,72° 16857+4156% 46,55+1355"  7742+1847% 355+086' 44,00+11,880 59,70+ 7,60°"
3 112,44 +5841  1721+17,100  49,86+30,07  14,69+1370" 31,30+2461' 1,78+0,78K 1088+801 43,64+ 13,65
srscg - 267,61+67,70° 124,06 +40,717 157,36 £37,08' 47,30+ 12,49° 79,01+ 16,95° 3,44+0,809 4253+11,13" 5956 +7,35%
- 2 83,17 + 50,26% 11,84 +15,42™ 3506 +27,00™ 12,58+13,98™ 28,18+2581™ 1,39+0,70' 7,58 +7,63% 39,83 + 16,71"
1 319,80£7597°  154,30+44,21% 191,60+37,46" 49,31+12,30°  8054+1589° 374+0,86% 49,01+1055° 60,92+7,19°
SF.ss1g 2 320,06 +71,04% 132,80 +48,64°) 181,46+3822° 42,31:13,90" 7316+20,31" 4,00+088% 42641167 57,33%7,009"
3 286,82£7620° 11392+46,39% 162,28+3950" 41,08+1509  70,67+21,85% 3,70+095° 39,81+11,649 57,557,929
4 127,06 £56,55" 21,31 + 19,03’ 57,95 + 29 4K 16,69 + 14,4% 3416+24760  1,97+074 1287+815 45098+ 11,76
R 1 21464+7,83"  9361:+3240" 11960+253  44,98:1175% 77,97+14,01Y 310+094" 31,93+12,09" 57,33+9,24"
2 72,10 + 42,10' 13,04 + 12,24% 31,73 +21,70™ 17,00 + 13,00 38,30 +23,62" 1,35+0,60™ 6,89+6,61™ 42,89+ 17,20™
sc 1 201,48 + 101,367 171,57 +88,68% 206,55 +89,55% 5876+ 17,21 82,63+ 16,65 2,94+0,92 47,62+12,26° 70,57 + 12,202
2 69,16 + 46,72™ 12,00+ 14,75'  3320+2847" 1580+ 13,24  3324+2246K 1,20+060" 7,03 7,86 4581 + 17,05

SF-T: sémen fresco sem selecdo; SF-S: sémen fresco de carneiros selecionados por critérios androlégicos; 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 androlégicos; 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 cabeca; BCF: frequéncia do batimento flagelar cruzado; WOB: indice de oscilagdo. Valores seguidos de letras mindsculas distintas na
mesma coluna diferem entre si (P<0,05).
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Tabela 3
Proporcdo de subpopulagdes (cluster) de espermatozoides mdveis no sémen de carneiros Santa Inés submetidos a critérios de selecdo etaria e
androldgica e a diferentes métodos de conservacdo seminal.

Subpopulagio de Grupo

espermatozoides (Sptz) gE-T o4 (n sptz) SF-S % (n sptz) SF-S<I8 % (nsptz) ~ SF-S>18% (nsptz) SR % (n sptz) SC % (n sptz)
Cluster 1 46,40 (64.372) 44,20 (30.620) 77,90 (13.563) 31,20 (16.214) 57,20 (8.481) 59,90 (27.240)
Cluster 2 34,80 (48.211) 38,70 (26.872) 22,10 (3.856) 27,00 (14.031) 42,80 (6.335) 40,10 (18.248)
Cluster 3 18,80 (26.043) 17,10 (11.846) - 26,00 (13.473) - -

Cluster 4 - - - 15,80 (8.201) - -

Total 100 (138.626) 100 (69.338) 100 (17.419) 100 (51.919) 100 (14.816) 100 (45.488)

SF-T: sémen fresco sem selecdo; SF-S: sémen fresco de carneiros selecionados por critérios androlégicos; 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; SR: sémen refrigerado;
SC: sémen congelado. n sptz: Nimero de espermatozoides.
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Figura 1.
Distribuicdo das subpopulagbes de espermatozoides moveis obtidas pela analise cinética

espermatica computadorizada (CASA) no sémen fresco de carneiros sem selecdo (SF-T),
selecionados por critérios andrologicos (SF-S), de jovens (SF-S<18) e adultos (SF-S>18)
selecionados por critérios androldgicos, e no sémen refrigerado (SR) e congelado (SC).
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