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Durante as etapas de criopreservacdo do sémen suino, € comum que ocorram diversos danos aos
espermatozoides. As injdrias durante a criopreservacdo sdo muitas vezes causadas por choques
térmicos, resultando em queda de motilidade, e a fim de minimizar a ocorréncia desses efeitos
deletérios, € utilizado o Holding Time (HT). Essa técnica consiste em refrigerar o sémen anteriormente
a congelacdo, comumente por até 24 horas, esse contato prévio possibilita maior interacdo entre o0s
espermatozoides e os componentes do plasma seminal, melhorando a estabilidade da arquitetura
lipidica da membrana plasmatica e a capacidade de suportar o choque térmico, resultando em aumento
da motilidade po6s-descongelacdo. Foi realizada a coleta da fragdo rica do ejaculado de 5 cachagos
(n=15), e apo6s as analises in natura, o sémen foi diluido em BTS na proporcédo 1:2 (sémen:diluidor) e
divididos nos seguintes tempos de HT: HTO (0 hrs), HT4 (4 hrs), HT8 (8 hrs), HT12 (12 hrs), HT24
(24 hrs), HT28 (28 hrs) e HT32 (32 hrs). Decorrido o HT, as amostras foram centrifugadas (2400xg/3
min), o sobrenadante (BTS + plasma seminal) desprezado e o pellet suspendido em diluidor para
congelacio de sémen suino & base de gema de ovo (BotuSui® — Botupharma Botucatu, SP, Brasil) na
concentragdo de 600 x 10° espermatozoides/mL. O sémen diluido foi envasado em palhetas de 0,5 ml
e criopreservadas em sistema automatico (TK Tecnologia em Congelacdo®, Uberaba-MG, Brasil). As
amostras foram descongeladas a 37 °C e analisadas para motilidade total (MT) e progressiva (MP) em
sistema automatico de analise do sémen (SCA- Microptic, Microptic S.L., Barcelona, Spain), os dados
foram analisados pelo programa SAS (SAS Institute Inc., 2010) e submetidos & anélise dos modelos
mistos. Diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05 e o0s resultados foram
apresentados em média £ EPM. Para MT, o HT 24 apresentou melhores indices (p<0.05) guando
comparados com 0 HT 0 e HT 32; entretanto foi estatisticamente igual (p>0.05) em relacdo aos outros
tempos de HT (9.58 + 5.94% 13.04 + 6.33"; 16.12 + 9.49®"; 16.05 + 9.88"; 18.91 + 11.43% 13.65 +
5.44%: 12.88 + 9.04™ para HTO, HT4, HT8, HT12, HT24, HT28, HT32 respectivamente). Para MP o
HT24 foi melhor (p<0.05) quando comparado com 0 HTO (5.95 + 4.34% 8.36 + 4.72%; 10.40 + 6.94;
10.12 + 7.67%; 12.77 + 8.88% 8.33 + 3.86"; 8.08 + 6.54%" para HTO0, HT4, HT8, HT12, HT24, HT28,
HT32 respectivamente). Um tempo adequado de HT é necessario para permitir que a membrana
espermatica adquira componentes benéficos para sustentar a sua arquitetura lipidica, além de tornar
possivel a ocorréncia de eventos pds-traducionais, como a fosforilagdo da proteina HSP70; entretanto,
0 HT ndo pode ser muito prolongado, visto que longos periodos resultam em queda de motilidade.
Dessa forma, concluimos que tempos de HT entre 4 e 28 horas sdo benéficos para a motilidade total, e
que para melhores resultados de motilidade progressiva, deve-se optar por um HT de 24 horas.
Aprovado pelo CEUA/FMVZ-USP (n° 9457030915).
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Durante a criopreservacdo do sémen ocorrem diversos eventos semelhantes a capacitacdo espermatica.
Durante essa criocapacitacdo, uma das alteracbes observadas na célula espermaética é o aumento da
fluidez da membrana plasmética. O espermatozoide suino apresenta-se mais susceptivel a esses
eventos, devido as particularidades de sua membrana. Submeter os espermatozoides de suinos a um
contato estendido com o proprio plasma seminal (& 17 °C) previamente a criopreservagao, processo
esse denominado Holding Time (HT), tem se mostrado eficiente para estabilizar componentes da
membrana plasmatica. Entretanto o tempo ideal ainda ndo foi estabelecido. Assim, o objetivo desse
estudo foi avaliar a influéncia de diferentes tempos de HT sobre a fluidez de membrana do
espermatozoide suino submetido a criopreservacdo. Foi realizada a coleta da fracdo rica de 3
ejaculados de 5 cachagos (n=15). Depois de realizadas as anélises in natura, o sémen foi diluido em
BTS na proporc¢édo 1:2 (sémen:diluidor) e entdo divididos nos seguintes tempos de Holding Time: HT
0 (0 hrs), HT 4 (4 hrs), HT 8 (8 hrs), HT 12 (12 hrs), HT 24 (24 hrs), HT 28 (28 hrs) e HT 32 (32 hrs).
Apds decorrido o tempo de HT as amostras foram centrifugadas (2400 g/3 min), o sobrenadante (BTS
e plasma seminal) foi desprezado e o pellet suspendido em diluidor para congelagéo de sémen suino a
base de gema de ovo (BotuSui® — Botupharma Botucatu, SP, Brasil) na concentragdo de 600 x 10°
espermatozoides/mL. O sémen diluido foi envasado em palhetas de 0,5 ml e criopreservadas em
sistema automatico (TK Tecnologia em Congelacdo®, Uberaba-MG, Brasil). As amostras foram
descongeladas a 37°C e as anélises para fluidez de membrana foram realizadas por citometria de fluxo
(BD Accuri C6-Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) através do uso das sondas Merocianina 540/
YO-PRO. As amostras foram analisadas quanto & intensidade de fluorescéncia, captados pelo
fotomultiplicador long-pass 596 e band-pass 610/20. Os dados foram analisados pelo programa SAS
(SAS Institute Inc., 2010) e submetidos a analise dos modelos mistos. Diferencas foram consideradas
significativas quando p<0,05 e os resultados foram apresentados em média + EPM. N&o houve
diferenca estatistica entre os diferentes tempos de HT para a intensidade de fluorescéncia da
Merocianina 540 (13.272,36 + 3.169,85; 10.387,46 + 2.309,56; 12.886,18 + 2.520,23; 12.579,10 +
2.344,36; 12.997,29 + 2.466,13; 12.612,35 + 2.286,06; 16.889,04 + 3.314,48 para HT 0, HT 4 , HT 8,
HT 12, HT 24; HT 28, HT 32, respectivamente). O contato estendido dos espermatozoides com as
proteinas do plasma seminal, independente do tempo de exposicdo, ndo foi capaz de estabilizar os
componentes da membrana plasmatica ap6s a descongelacdo. Portanto, a partir dos resultados obtidos,
podemos inferir que a fluidez da membrana plasmatica dos espermatozoides suinos nao é afetada pelo
HT.
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A suinocultura brasileira, a exemplo de outras cadeias do agronegdcio, cresceu significativamente nos
Gltimos anos, transformando-se uma atividade produtiva altamente tecnificada. As perdas econémicas
relacionadas a alteragbes de fertilidade em reprodutoras suinas € um dos principais problemas
enfrentados pelos sistemas de producdo da suinocultura industrial. A avaliagdo dos Orgédos
reprodutivos é uma pratica dificil e pouco utilizada na clinica de suinos, sendo muito importante o uso
dos achados post-mortem de abate na identificacdo dos problemas reprodutivos de fémeas. Por sua
vez, alguns parametros reprodutivos sdo fortemente influenciados pelos horménios envolvidos na
reproducdo. Os principais hormonios relacionados aos processos reprodutivos e, de estresse das
fémeas sdo progesterona, estradiol e cortisol. Estes estdo envolvidos em eventos como inicio e
desenvolvimento da puberdade, foliculogénese, gestacdo e outros processos essenciais a vida
reprodutiva da espécie. O presente estudo teve por objetivo avaliar as concentracdes plasmaticas de
progesterona, cortisol e estradiol, morfometria e ocorréncias de alteragfes do trato reprodutivo de
fémeas suinas, correlacionando-as com a faixa etaria dos animais. O delineamento experimental foi
Estudo Observacional Transversal: estudo ndo controlado, apenas o efeito clinico e as dosagens foram
pesquisados na populacdo em estudo. Foram colhidos sangue de 114 fémeas suinas durante a sangria,
para a realizacdo de dosagens hormonais pela técnica de radioimunoensaio, e retirados o aparelho
genital feminino para o estudo morfométrico. Para a analise estatistica foram utilizados o teste nédo-
paramétrico de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, onde foi avaliado a idade relacionando-a com as
dimensfes reprodutivas, e o teste de Spearman, que avaliou a correlacdo entre concentracGes
hormonais e alteragdes morfologicas do trato reprodutivo. A progesterona, estradiol e cortisol
influenciaram nas faixas etrias de animais entre 6 a 12 meses e 37 a 60 meses para a concentragdo
plasméticas de progesterona e, em animais de 24 a 36 meses nas concentracdes plasmaticas de
cortisol. Em relacdo ao cortisol, a correlagdo foi negativa (quanto maior a concentracdo de cortisol,
menor as dimensdes do trato reprodutivo) podendo estar relacionado ao manejo de criagdo, segundo o
teste de Kruskal-Wallis. Alteracbes como salpingite, agenesia de corno uterino, metrite eosinofilica,
cistos endoteliais, areas focais de fibrose também foram identificadas e analisadas pelo método Mann-
Whitney. Uma das altera¢Ges encontradas com maior frequéncia nos ovarios foram cistos ovarianos.
Os achados do presente estudo revelaram que a incidéncia de cistos em tuba uterina e infundibulo
(38,6%) foram maiores do que o aparecimento de cistos ovarianos sendo estes encontrados
principalmente em animais mais velhos. Concluimos que a idade influenciou significativamente com
praticamente todas as caracteristicas morfol6gicas reprodutivas e, portanto, ela deve ser levada em
consideracdo na andlise da relacdo entre concentracdo hormonal e caracteristicas reprodutivas. Ja as
concentragdes plasméticas de progesterona, estradiol e cortisol influenciaram nas faixas etarias de
animais entre 6 a 12 meses e somente a progesterona exerceu influencia entre 37 a 60 meses, € 0
cortisol para animais de 24 a 36 meses.
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A linhagem de células germinativas nos mamiferos é composta por células com capacidade de
autorrenovacdo e diferenciacdo. Estas células sdo formadas na espermatogénese, que € um processo
extremamente complexo de diferenciagdo celular. As células tronco espermatogdniais (SSCs) que sdo
de extrema importancia para este processo, vem sendo estudas in vivo com intuito de compreender 0s
nichos que estdo inseridas, além de serem usadas em pesquisas com modelo para o tratamento de
infertilidade. Entretanto, poucos estudos tém investigado os mecanismos de expressdo proteica das
células germinativas in vivo e in vitro em suinos, assim uma melhor caracterizacdo destas células é
necessaria. Desta forma, o objetivo deste estudo foi caracterizar a expressdo de proteinas que
participam da espermatogénese nos testiculos de suinos adultos usando analise morfologia e a
imunohistoquimica. Os testiculos foram obtidos durante o processo de castragcdo de 4 suinos. As
amostras de tecido testicular foram fixadas (paraformol 4%), emblocados em parafina, cortados em
seccdes de 3um e as laminas coradas com hematoxilina e eosina. Foi também realizada a
imunofluorescéncia para os anticorpos DAZL (1:100), VASA (1:500), PLZF (1:100) e OCT4 (1:100)
(sc27333; Sc67185, sc22839; sc8629 Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) e STRAS (1: 100)
(ab49602, Abcam, Cambridge, UK). A anélise histolégica mostrou que os testiculos avaliados
apresentavam espermatogéneses completas com: espermatogénias, espermatdcitos, espermatides e
espermatozoides. A proteina PLZF foi detectada em espermatogbnias localizadas préximas a
membrana basal, mostrando que esta proteina esta ligada ao processo de autorrenovacgao e manuten¢do
das células tronco. As proteinas DAZL e STRAS8 foram detectadas em espermatog6nias diferenciadas
localizadas préximas a membrana basal dos tubulos e espermatides, respectivamente. Estas proteinas,
estdo envolvidas nas fases de diferenciacdo e foram detectadas em células germinativas na fase pré-
meidtica. Também foi avaliada a co-imunolocalizacdo destas duas proteinas, e foi observado que
alguns espermatocitos primarios, apresentavam-se DAZL e STRAS8 positivos. Houve a detecgdo de
VASA em algumas espermatogdnias e espermatédcitos primarios, mas ndo em espermatides
arredondas. Todas as células germinativas VASA positivas, nos testiculos dos suinos avaliados foram
negativas para OCT4, que é uma proteina ligada a pluripotencialidade e detectada nos testiculos em
SSCs. Nossos achados sugerem que 0s mecanismos fisioldgicos e 0 nicho que mantém o processo
espermatogénico é conservado entre os mamiferos. A identificacdo das proteinas PLZF, DAZL,
STRA8 e VASA no presente estudo providencia um primeiro passo para futuras pesquisas sobre
autorrenovacdo, diferenciagdo e a compreensdo do nicho das células tronco espermatogéniais in vivo,
além de auxiliar no sucesso de estudos de transplante destas células como modelo para a infertilidade.

Palavras-chave: espermatogénias, células tronco, proteinas.
Keywords: spermatogonial, stem cells and protein.

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.41, n.1, p.528, jan./mar. 2017. Disponivel em www.cbra.org.br 528



(5119 Congresso Brasileiro de Reprodugdo Animal, 22, 2017, Santos, SP. Anais... Belo Horizonte: CBRA, 2017.

Resposta as condicdes capacitantes reflete a influéncia do plasma seminal sobre a integridade
das membranas plasmatica e acrossomal no sémen suino refrigerado
Response to capacitating stimuli indicates influence of seminal plasma on plasma and acrosome membrane
integrity of boar extended semen
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A integridade da membrana plasmatica (MP) é uma das caracteristicas de maior importancia para a
viabilidade do espermatozoide. Durante a capacitacdo espermatica, sua conformagdo estrutural ¢
alterada, o que a torna mais fluida e permeavel a ions presentes no meio, como o bicarbonato e o
calcio, culminando com uma cascata de eventos precedentes a fertilizacdo, entre eles a reagdo
acrossomal (RA). O plasma seminal (PS) contém fatores, como as proteinas espermadesinas,
responsaveis por manter a estabilidade da MP e inibir a capacitagdo ¢ RA dos espermatozoides. Por
este motivo, o PS tem se mostrado eficiente na conservacdo da célula espermatica durante a
refrigera¢do, impedindo que eventos como os citados acima ocorram de forma precoce. Entretanto,
sabe-se que, in vitro, o PS pode atuar de forma benéfica ou deletéria sobre esta célula, dualidade esta
que talvez possa ser explicada em funcdo da variacdo existente na composi¢do do PS entre ejaculados
de animais diferentes bem como entre os ejaculados de um mesmo animal. No presente estudo, doses
inseminantes foram preparadas a partir da fragdo rica de 24 ejaculados, provenientes de 4 coletas de
cada um dos 6 cachagos utilizados, refrigeradas (15-17°C) por 72 horas na presenga do PS (CPS) ou
na auséncia deste (SPS), e entdo incubadas a 38,5°C a 5% CO,, tanto em meio capacitante (CM) como
em meio ndo capacitante (NCM), originando quatro tratamentos: CPS CM, CPS NCM, SPS CM e SPS
NCM. As analises aconteceram nos tempos 0 (10 minutos), 2 ¢ 4 horas apds incubacdo, nas quais
avaliou-se simultaneamente a integridade das membranas plasmatica e acrossomal por citometria de
fluxo com o uso das sondas fluorescentes Syto 59, lodeto de Propidio e FITC-PSA. Dentre as
categorias celulares obtidas através desta analise, elegeu-se para estudo aquelas compostas por células
AIMI (acrossoma integro e membrana plasmatica integra) ¢ ARMI (acrossoma reagido ¢ membrana
plasmatica integra), as quais ndo apresentaram efeito de interagdo entre os trés fatores avaliados:
plasma, meio e tempo (p>0,05). Entretanto, observou-se efeito individual de meio e tempo (p<0,05)
para AIMI, sendo representada em menor porcentagem quando incubada em CM (CM: 27,71 + 1,34;
NCM: 35,43 + 1,27), e em maior porcentagem quando avaliada no tempo 0 (TO: 41,10 + 1,73; T2:
27,86 + 1,35, T4: 25,76 + 1,38), respectivamente. Ja para ARMI, observou-se interagdo entre meio e
tempo (p<0,05), além de efeito individual de plasma (p<0,05), ilustrados pela presenga de um maior
porcentagem destas células em CM em todos os tempos de analise (CM T0: 19,38 + 1,39, CM T2:
16,28 + 1,14, CM T4: 20,37 + 1,28; NCM T0: 10,22 + 1,08, NCM T2: 10,72 + 1,05, NCM T4: 10,78 +
1,03), e quando incubada na presenga do PS (CPS: 16,38 + 0,73; SPS: 12,87 £ 0,76), respectivamente.
Com estes resultados, comprova-se a eficacia do CM em promover a capacitagdo espermatica, uma
vez observada uma maior ocorréncia de reacdo acrossomal neste meio. Além disso, pode-se concluir
com o presente trabalho, que a presenca do PS durante a refrigeracdo do sémen suino foi benéfica para
a integridade da membrana plasmatica, ndo sendo, entretanto, capaz de prevenir a ocorréncia da reacdo
acrossomal.
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Seasonal variation in activity of enzymatic antioxidant scavengersin boar semen
Variacdo sazonal da atividade de agentes antioxidantes no sémen suino
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Boar semen production is clearly affected by season and oscillation production of semen doses raises
concern due to impact in profitability. Annual variations in temperature and photoperiod are the most
important factors involved and result in significant physiological changes in the boar. Decrease in
sperm motility and total sperm production could be explained by an increase of oxidative stress in the
testis and epididymis, as well as during liquid storage of semen doses as a result of a reduction in
sperm antioxidant protection. Thus, the aim of this study was to verify if the activities of superoxide
dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx) in swine seminal plasma and spermatozoa varied
throughout the year. Semen samples of nine boars were collected between May 2015 and April 2016.
Twice per season, routine seminal analyses were performed together with SOD and GPx activities in
seminal plasma and spermatozoa. Sperm concentration was the only fresh semen parameter that
presented a seasonal variation, with higher values in autumn and winter (P < 0.05). Among the
parameters evaluated after 120 h of preservation at 17°C, rapid motility was the only parameter
influenced by seasonality, presenting higher values in ejaculates collected during the summer (P <
0.05). GPx activity presented an annual mean of 7.08 U/mg protein and 3.28 U/mg protein in
spermatozoa and seminal plasma, respectively. SOD activity had an annual mean of 11.72 U/mg
protein in sperm protein extract and 5.28 U/mg protein in seminal plasma. Despite showing no
variation in seminal plasma, sperm SOD activity was higher during spring and summer (P <0.05). In
ejaculates collected during autumn, the activity of SOD in spermatozoa was inversely associated with
the variations in total motility after 120h of storage at 17°C (R = 0.45; P = 0.0022). In spring samples,
GPx activity in seminal plasma was also correlated, although poorly, with total motility after 5 days of
cold storage (R = 0.24; P = 0.0369). The management of the boar stud farm could explain the findings
of this study. Together with a correct semen collection routine, animal welfare practices, heat stress
control and balanced nutrition, the administration of vitamin supplementation during the whole
experiment period could have contributed to the absence of a marked season effect on the parameters
evaluated. In conclusion, we observed little influence of seasonality in boar seminal parameters and
seminal plasma and sperm GPx and SOD activities in the conditions tested.
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