@ DOI: 10.21451/1809-3000.RBRA2021.051
*

Anais do XXIV Congresso Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA-2021) e VIII International Symposium on
Animal Biology of Reproduction — Joint Meeting, Belo Horizonte, MG, 19 a 22 de outubro de 2021.

Armazenamento de sémen suino a 5°C — Quais siao os desafios?
Boar semen preservation at 5°C — What are the challenges?

Aline Fernanda Lopes Paschoal'”, Alana Birck Ribeiro', Ana Paula Gongalves Mellagiz,
Fernando Pandolfo Bortolozzo®

"Universidade do Oeste de Santa Catarina — UNOESC, Xanxeré, Santa Catarina, Brasil
Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil

Introducao

Levando em consideragdo a mobilizagdo mundial gerada pelo cenario de resisténcia bacteriana,
diversas estratégias vém sendo desenvolvidas, com o intuito de reduzir o uso de antimicrobianos. No
contexto da reprodugdo de suinos, devemos considerar que as doses inseminantes contém
antimicrobianos para o controle bacteriano, e que mais de 70% do volume infundido de uma dose sofre
refluxo, propiciando o desenvolvimento de bactérias resistentes no ambiente (Steverink et al., 2007). A
producdo mundial de doses é estimada em aproximadamente 14 milhdes de litros ao ano, ou seja, a
presenga e disseminagdo de bactérias resistentes no ambiente apos a IA é preocupante (Waberski, 2019).
Além disso, laboratérios de processamento de sémen suino ocasionam a coexisténcia de bactérias com
antimicrobianos e desinfetantes, o que, também, pode promover a resisténcia bacteriana nas doses
(Waberski, 2019).

Com o objetivo de reduzir a resisténcia bacteriana, a suinocultura estd revendo conceitos e
buscando estratégias para o uso racional de antimicrobianos. A reducdo da temperatura convencional
(17°C) de armazenamento para um armazenamento de doses livres de antimicrobianos a 5°C é uma
estratégia bastante promissora, (Waberski et al., 2019; Menezes et al., 2020; Paschoal et al., 2020;
JAKEL et al., 2021), mas com desafios para os espermatozoides devido & sua sensibilidade ao
resfriamento (Waberski et al., 2019). O objetivo desse artigo ¢ descrever os desafios enfrentados pelos
espermatozoides para manutengao da qualidade durante o armazenamento a 5°C livre de antimicrobianos.
Sensibilidade do espermatozoide suino ao resfriamento.

A reducdo da temperatura de armazenamento de 17 para 5 °C ¢ uma estratégia promissora para
viabilizar a redu¢do do uso de antimicrobianos em doses inseminantes suinas (Waberski et al., 2019;
Paschoal et al., 2020; Jikel et al., 2021). O armazenamento hipotérmico a 5 °C promove uma redugdo do
crescimento bacteriano quando comparadas aquelas armazenadas a 17 °C (P < 0,05) durante 120 horas de
armazenamento (MENEZES et al., 2020). No entanto, o resfriamento a 5°C significa um desafio para a
qualidade espermatica devido a sensibilidade dos espermatozoides suinos ao resfriamento a temperaturas
abaixo de 15 °C (Watson et al., 1995; Waberski et al., 2019; Paschoal et al., 2020).

A redugdo da temperatura estd associada a mudanga na organizacdo ¢ na composi¢do da
bicamada lipidica da membrana espermatica (Buhr et al., 1994). Buhr et al. (1994) explicam que a
medida em que a temperatura decresce, os fosfolipidios adquirem restricdo no seu movimento lateral
visto que as cadeias laterais de acidos graxos tendem a se tornar menos moveis. Fosfolipidios puros em
bicamadas demonstram uma transicao de estado fluido para estado de gel ao atingirem a temperatura de
transicdo, proxima aos 10 a 15 °C, abaixo da qual formam uma matriz hexagonal (Parks e Lynch, 1992).
No entanto, quando a natureza dos fosfolipidios ¢ mista, como no caso dos suinos, ha uma grande
variedade de composigdes das cadeias laterais, resultando em diferentes temperaturas de transicdo. Se os
grupos lipidicos tém diferentes temperaturas de transi¢gdo pode ocorrer a separagdo de fases, na qual
algumas proteinas ficam agrupadas enquanto outras ficam excluidas das matrizes hexagonais de lipidios
gelificados (De Leeuw et al., 1990).

O colesterol presente nas membranas espermaticas também pode influenciar o comportamento
lipidico (Parks e Lynch, 1992). A acdo do colesterol é ampliar as transi¢des de fase o que acaba
minimizando a alteragdo ¢ separagdo de fases. Sendo assim, a propor¢do colesterol/fosfolipidio tem um
papel importante na fluidez das membranas plasmaticas, e espécies com maior concentragdo de colesterol
s30 menos susceptiveis aos danos causados pela baixa temperatura. No caso das células espermaticas de
suinos, a proporgao colesterol/fosfolipidio é menor (0,20) quando comparada a de outras espécies como
carneiros (0,85), touros (0,83) e garanhdes (0,36), o que resulta em mais danos ao resfriamento do sémen
pela baixa tolerancia ao choque térmico pelo frio (Amann e Graham, 1993; Parks e Graham, 1992; Purdy,

!Correspondéncia: alinepaschoal3@gmail.com
Recebido: 20 de outubro de 2021
Aceito: 28 de dezembro de 2021



DY

Paschoal et al. Armazenamento de s€men suino a 5°C — Quais sdo os desafios?

2006). Nesse sentido, diversos estudos tém sido desenvolvidos para avaliar estratégias para minimizar as
consequéncias do resfriamento, como a dilui¢@o bitérmica do ejaculado (Lopez-Rodriguez et al., 2012;
Schulze et al., 2013; Almeida et al., 2015) e a implementacdo de diferentes estratégias de resfriamento até
a temperatura de armazenamento (Katzer et al., 2005).

Atualmente, um diluente que promete a preservacao da qualidade espermatica submetida a baixa
de temperatura de armazenamento estd sendo estudado. Utilizando esse diluente, Menezes et al. (2020)
verificaram que doses processados em diluentes com antimicrobianos (apramicina ¢ de ampicilina) e
armazenadas a 17 °C apresentaram motilidade total, progressiva e integridade de acrossoma superiores
quando comparadas as doses processadas com diluentes sem antimicrobianos e armazenadas a 5 °C. No
entanto, a motilidade espermatica total e progressiva observada em doses armazenadas a 5°C foi superior
(85,0% = 1,0 e 77,7% = 1,2, respectivamente) ao limiar minimo aceitavel (70%) para inseminagdo
artificial (Johnson et al., 2000). Ao avaliar os resultados de fertilidade de 817 porcas e 158 leitoas
inseminadas duas vezes ao dia, com doses contendo 4 bilhdes e 2,2 bilhdes de espermatozoides em 90 em
50 mL, respectivamente e com doses armazenadas a 17 °C com antimicrobianos e¢ 5 °C sem
antimicrobianos, Waberski et al. (2019) verificaram que a taxa de retorno ao estro, taxa de parto e
tamanho de leitegada foram semelhantes entre os grupos.

Cuidados no resfriamento de doses de s€émen suino

A resisténcia do espermatozoide ao estresse do resfriamento em situacdo de decréscimo lento de
temperatura ja é conhecida (Watson, 1995), apesar de os mecanismos ainda ndo serem completamente
elucidados. Manter o s€men diluido por até 24h a temperaturas proximas a 15 °C estabiliza a arquitetura
lipidica da membrana plasmatica (Casa e Althouse, 2013) e eleva o nivel de fosforilagdo de residuos de
diversas proteinas espermaticas, incluindo a proteina de choque térmico HSP70 (Yeste et al., 2015).
Nesse sentido, os protocolos de criopreservacdo de sémen implementam um periodo extenso de
estabilizagdo, o que também esta sendo recomendado para o armazenamento a 5 °C (Casa e Althouse
2013). No entanto, periodos extensos de estabilizagdo de doses a temperaturas superiores a 15 °C podem
favorecer a contaminagdo bacteriana, o que gera a falha no armazenamento de doses a 5 °C. Sendo assim,
o ideal seria promover o resfriamento com curvas balanceadas, evitando assim, os efeitos negativos da
injuria celular ocasionada pelo resfriamento abrupto (como ja discutido nesta sessdo) e o crescimento
bacteriano. As curvas de resfriamento ideais para promover um cendrio 6timo de resfriamento foram
sugeridas em um estudo recente realizado por Paschoal et al. (2020), na qual se estipulou uma janela de
resfriamento que permitisse qualidade espermatica 6tima e baixa contaminagdo bacteriana durante todo o
armazenamento.

Fontes de contaminag¢io bacteriana

Apesar de o s€émen suino ser considerado livre de bactérias, o processo de coleta e a producao de
doses resultam, frequentemente, em contaminacdo (Althouse e Lu, 2005). Essa carga bacteriana inicial
representa mais um desafio aos espermatozoides que serdo armazenados a 5 °C, visto altas contaminagdes
iniciais podem resultar em dose com alto grau de contaminacao subsequente. No caso de ejaculados de
reprodutores suinos saudaveis se espera que as fontes de contaminacdo se originem do animal, o que
inclui como fonte de contaminagdo as fezes, secre¢des prepuciais, secrecdes respiratorias, pelos e pele
(Althouse e Lu, 2005; Maes et al., 2008; Waberski, 2019). Existem ainda causas ndo relacionadas ao
cachago, que incluem principalmente o ambiente, o material, a técnica de fixagdo do pénis empregada e a
agua utilizada no diluente (Goldberg et al., 2013; Schulze et al., 2015, Paschoal et al., 2021).

Em estudo realizado por Althouse et al. (2000) foram identificadas como fontes de contaminagio
animal as fezes, os fluidos da cavidade prepucial e os pelos. Concomitante com o resultado deste estudo,
foi observado por Goldberg et al. (2013) que ao se utilizar o método da mao enluvada para coleta de
sémen, quando o liquido oriundo do diverticulo prepucial entra em contato com a luva do coletador e
escorre para o copo de coleta hd maior razdo de chance (4,3; P = 0,001) para que ejaculados tenham
contagem de mesofilos totais superior a 220 unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC mL-1).
Além disso, ainda nesse estudo, se constatou que quando a duracdo é superior a sete minutos aumenta-se
em 2,2 vezes a razao de chance de se obter ejaculados com contaminagdo superior a 220 UFC mL-1 (P =
0,035) (Tabela 1). As fontes de contaminagdo do s€men suino também incluem o coletador, com
contaminagdo oriunda dos cabelos, pele, secre¢des respiratorias e luvas por eles utilizadas (Maes et al.,
2008; Goldberg et al., 2013). Em um estudo recente (Paschoal et al., 2021), foi observado ainda que a
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técnica utilizada para fixagdo do pénis em métodos de coleta semi-automatica, também exerce efeito na
contaminagdo bacteriana presente no ejaculado, principalmente nos casos em que uma menor qualidade
higiénica esta presente no ambiente de coleta (Tabela 1).

Tabela 1: Principais fatores de risco de origem animal ou ndo animal que contribuem de forma
significativa com a contaminacao bacteriana em unidades de difusdo genética de acordo com diferentes
estudos.
Autores Fator
Fezes
Fluidos do diverticulo prepucial
Pele/ pelos
Coletador
Agua (sistemas de destilagdo e osmose reversa)
Ar/sistema de ventilacdo
Secregdes prepuciais

Althouse et al., 2000

Althouse e Lu, 2005 Secregdes respiratdrias
Pelo e pele
Pele ¢ pelos
Maes et al., 2008 Coletador

Luvas de coleta
Unidade de difusao genética
Liquido prepucial que escorre pela luva do coletador
Duragdo da coleta superior a 7 minutos
Pénis escapou durante a coleta manual
Higiene da luva de coleta
Idade do cachago
Unidade de difusao genética
Estufas de aquecimento
Sistema de transporte: coleta — laboratorio
Diluente
Schulze et al., 2015 Tanque de dilui¢do
Corantes de identifica¢do de doses
Elementos de manipulagio
Sistema de agua (pias e ralos)
Agua utilizada no diluente
Unidade de difusao genética
Técnica de fixagdo do pénis (coleta semi-automatica)
Tempo da coleta
Limpeza do prepticio

Goldberg et al., 2013

Paschoal et al., 2021

A variedade de bactérias contaminantes do sémen suino é bastante vasta, sendo bactérias Gram
negativas da familia Enterobacteriaceae as mais comuns (Althouse e Lu, 2005). Ao avaliar 88 amostras
de sémen suino processado, Althouse et al. (2008) verificaram que 57% das amostras apresentavam
bactérias Gram negativas, das quais 54% eram da familia Enterobacteriaceae e 30% da familia
Pseudomonadaceae. Entre as Gram positivas, a mais frequentemente isolada foi a Leifsonia aquatica
(20%). Gaczarzewicz et al. (2016) realizaram um estudo no qual 99% das amostras de ejaculados suinos
avaliados tiveram presenca de bactérias aerdbicas, com amplitude de 80 a 370 milhdes de UFC mL-1.
Althouse & Lu (2005) identificaram as bactérias Alcaligenes spp xylosoxydans, Burkholderia cepacia,
Enterobacter cloacae, Serratia marcescens ¢ Xanthomonas maltophilia como as mais comumente
encontradas nos ejaculados suinos em estudo realizado na América do Norte. Em estudo realizado na
Europa, de um total de 60 ejaculados suinos de 13 rebanhos europeus, foi observada contaminagdo em
63% das amostras, das quais foram isoladas cepas de Escherichia coli, Serratia marcescens,
Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus, Proteus spp., Streptococcus spp. € Pseudomonas
aeruginosa (Bresciani et al., 2014).

Para verificar as principais fontes de contaminagdo de doses inseminantes presentes dentro do
ambiente laboratorial de unidades de difusdo genética (UDG), Schulze et al. (2015) elencaram pontos
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criticos de higiene ndo associados aos reprodutores ou coleta de sémen, mas sim a linha de fluxo de
trabalho durante a produgdo na central (Tabela 1). Foram avaliados estufas de aquecimento dos copos de
coleta, sistema de transporte do ejaculado do local de coleta ao laboratorio, os diluentes, a face interna
dos tanques de diluicdo, os corantes de identificacdo das doses, elementos de manipulacdo (quadros,
telefone, teclado dos computadores), superficies das bancadas do laboratério, sistema de tratamento da
agua, pias ou drenos de escoamento € a agua utilizada no diluente (Schulze et al., 2015).

Um fator de extrema importancia quando se pensa em doses é a qualidade da dgua que deve ser
pura e livre de bactérias, pois a disseminacdo do agente bacteriano poderia comprometer um volume
significativo das doses produzidas. Para isso, a a4gua passa por diversos processos que removem particulas
grosseiras, com filtragdo e ultrafiltracdo, além de deioniza¢do ¢ osmose reversa (Silva et al., 2006;
Medina et al., 2010).

Altos niveis de contamina¢do bacteriana do sémen (bacteriospermia) estdo diretamente
associados com o comprometimento da qualidade espermatica de doses inseminantes (Althouse et al.,
2000; Althouse e Lu, 2005). Os efeitos deletérios gerados pela bacteriospermia podem ser ocasionados
pela agdo direta das bactérias, as quais liberam substincias tdxicas aos espermatozoides (Althouse et al.,
2000), como ¢é o exemplo da Escherichia coli, ou por eventos indiretos, como a alteracao de pH do meio,
devido aos metabolitos resultantes da proliferagdo bacteriana que podem acidifica-lo (Rideout et al.,
1982). Além disso, vale ressaltar, ainda, que as doses inseminantes sdo compostas por sémen e diluente,
que ¢ rico em substratos como a glicose, que tém como fun¢do nutrir os espermatozoides. Em situacdes
de alta contaminag@o bacteriana, as bactérias competem pelos substratos presentes na dose, resultando em
uma redugdo da fonte de energia utilizada pelos espermatozoides (Rideout et al., 1982), o que pode se
intensificar em doses armazenadas sem antimicrobianos.

Emissdes de vibracio no transporte

Além dos desafios associados a taxa de resfriamento, ¢ importante considerar que a consolidagdo da
inseminacdo artificial levou a necessidade de otimizagdo do uso dos reprodutores € a uma consequente
centralizagdo da producdo de doses inseminantes em poucos centros (UDGs). Esse processo levou ao
aumento do volume de doses sendo transportadas para as granjas e também a execugdo de trajetos de
longas distancias, visto que a producdo esta sendo concentrada em um volume menor de polos (Schulze
et al., 2018). Apesar dos beneficios gerados com a especializagdo de mao de obra e otimizacdo de uso dos
machos, essa centralizagdo tem demonstrado um desafio significativo associado a manutencdo da
qualidade espermatica durante o transporte.

O efeito negativo gerado pelo transporte das doses estd associado com as condigdes das
rodovias, aceleragdo e vibragdes (Daponte et al., 2013). De forma geral, o delincamento de estudos que
avaliem o efeito do transporte, levam em consideragdo um limiar do desvio padrio de mensuragdes
geradas em aparelhos celulares incorporados com acelerdmetros para detecgdo de buracos, fissuras,
colisdes ou outras anormalidades de estradas (Lane et al., 2010; Kalra et al., 2014). Todavia, muita
variagao nesse tipo de abordagem ¢ observada.

Pensando avaliar de forma precisa os efeitos negativos do transporte em doses inseminantes de
sémen suino, Schulze et al. (2018) desenvolveram um estudo com o uso de aplicativo (Transport Log 1.0)
desenvolvido especialmente para detectar as emissdes de vibragdo geradas pelo transporte. Nesse estudo,
doses armazenadas a 17 °C foram submetidas a emissdes de vibragdes (simulagdo do transporte de UDG
até as granjas) e se observou que as emissdes exerciam um efeito dependente da frequéncia na motilidade
espermatica de doses inseminantes de suinos. O efeito negativo foi observado em doses diluidas com
BTS, submetidas as emissdes de vibragdo horizontais e circulares durante 6 horas com frequéncia de 300
rpm.

Devido ao uso de um diluente pouco complexo (BTS), as emissdes de vibragdo podem causar
uma ma regulagdo do pH, visto que o diluente apresenta um sistema tampao simples (JOHNSON et al.,
1982). Além disso, as emissdes de vibragdo estdo associadas com a perda de CO, da fase liquida para o ar
presente nas doses, alcalinizando o meio de preservacdo (VYT et al., 2007). Alguns estudos indicam que
a alcalinizagdo das doses inseminantes pode ser responsavel pela perda de motilidade espermatica (Gatti
etal., 1993; VYT et al., 2007). Ha ainda evidéncias de reducdo da atividade mitocondrial e integridade do
acrossoma ¢ membrana plasmatica em doses submetidas a rotagdo e homogeneizacdo durante o
armazenamento (Schulze et al., 2015; Menegat et al., 2017). As emissoes de vibragdo também podem
aumentar o estresse oxidativo nos espermatozoides, levando a perda de motilidade ou alteragdes nas
propriedades de membrana devido a for¢a de cisalhamento gerada durante o transporte (Schulze et al.,

Rev Bras Reprod Anim, v.45, n.4, p.389-395, out./dez. 2021 392



DY

Paschoal et al. Armazenamento de s€men suino a 5°C — Quais sdo os desafios?

2018).

Levando em consideracdo essas informagdes, fica claro que as doses inseminantes armazenadas
a 5 °C sao submetidas a um primeiro desafio que ¢ a taxa de resfriamento e armazenamento hipotérmico e
a um segundo desafio, o transporte a longas distdncias. Em um estudo realizado com doses inseminantes
submetidas a emissdes de vibragdo, Paschoal et al. (2021) observaram que o sémen diluido com BTS e
Androstar® Plus, ambos contendo antimicrobianos e armazenados a 17°C, tiveram a motilidade e a
viabilidade espermatica prejudicadas (P < 0.05) quando na presenca de emissdes de vibragdo. Este fato
ocorrendo ao comparar com doses que nao sofreram as emissoes de vibragdo. Além disso, foi observado
que as doses armazenadas com Androstar” Plus tiveram melhor qualidade quando comparadas com as
doses armazenadas com BTS. Esse resultado indica a importancia do uso de diluentes com potencial
protetivo aos espermatozoides. Nesse mesmo estudo, testou-se o efeito das emissdes de vibragdo em
doses sem antimicrobianos e armazenadas a 5 °C. A motilidade espermatica, apos 24 horas, foi reduzida
(P<0,05) em doses submetidas a emissdes de vibragao na temperatura de 22 °C, mas nido nas armazenadas
a 5 °C. Esse resultado indica que quando as doses sdo produzidas com diluente altamente protetivo
(Androstar® Premium) e a curva de resfriamento utilizada é amena, os espermatozoides sdo mais
resistentes aos efeitos negativos do transporte.

Logistica

E importante considerar que tanto as centrais de inseminagdo artificial quanto as granjas nas
quais se armazenam as doses antes de inseminacdo artificial das matrizes, sdo equipadas com
conservadoras que mantém as doses a uma temperatura de 15 a 17 °C. Pensando em equipamentos
disponiveis no mercado, a aquisi¢do de um resfriador capaz de manter a temperatura das doses a 5°C ndo
¢ um desafio, no entanto, ¢ necessario considerar o custo de aquisi¢do do equipamento.

Importante ainda ¢ considerar que a manutengdo do ambiente dentro do automovel de transporte
pode ser regulada para uma temperatura proxima a 18°C. Para o transporte de doses resfriadas a 5°C seria
necessaria a aquisicdo de um refrigerador compacto compativel com a fonte de energia gerada nos
automoveis para manutengdo das doses a temperatura almejada. Esses fatores associados a logistica
também devem ser considerados quando pensamos no armazenamento a 5°C como uma estratégia
substitutiva ao uso de antimicrobianos.

Consideracdes finais

Desenvolver estratégias promissoras, que visam substituir o uso de antimicrobianos, como € o
caso do armazenamento a 5 °C, é imprescindivel para reduzir a resisténcia gerada e/ou propagada pelas
doses inseminantes. No entanto, avaliar os desafios associados ao uso dessa estratégia, assim como sana-
los é um passo importante para a consolidagdo do uso do armazenamento a essa temperatura.
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