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Pontos criticos na central de difusdao genética
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Resumo

A suinocultura brasileira tem uma expectativa de crescimento de 2,4% para o ano de 2017, segundo
ABPA. Com o crescimento do setor foi necessaria a automatizagdo que gerou maior eficiéncia na producao de
doses inseminantes de suinos em centrais de difusdo genética, considerando que as biotécnicas utilizadas buscam
otimizar o material genético dos machos, sendo tanto na diminui¢cdo do ntimero de células espermaticas por dose,
como no numero de doses por inseminagdo. Torna-se cada vez mais necessaria a implantacdo de programas de
controle de qualidade com métodos responsaveis para garantir um produto com maior seguranga ao produtor. O
objetivo da presente revisdo foi descrever etapas no processamento da dose inseminante que afetam a qualidade
seminal.
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Abstract

Brazilian pig farms have an expected growth of 2.4% for the year 2017, according to ABPA. With the
growth of the sector it was necessary the automation that generated greater efficiency in the production of
inseminating doses of pigs in genetic diffusion centers. Considering that the biotechniques used seek to optimize
the genetic material of the males being both in the decrease of the number of sperm cells per dose as in the
number of doses per insemination. Thus, it is increasingly necessary to implement quality control programs with
responsible methods to guarantee a product with greater security to the producer. The aim of the present review
was to describe steps in insemination dose processing that affect seminal quality.
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Introducao

Estima-se que mais de 85% das granjas suinicolas tecnificadas no Brasil utilizam a inseminagao
artificial, levando a uma maior expectativa do cliente de receber uma dose de sémen de alta qualidade. Desta
forma o manuseio adequado durante a coleta e o processamento de sémen ¢ extremamente importante para a
manutencdo da qualidade da dose produzida.

Durante as etapas de coleta de sémen, dilui¢do, envase e transporte das doses devem ser levados em
conta dois pontos, o controle da temperatura e a higiene, pois influenciam diretamente na qualidade e no tempo
de duragdo das doses produzidas. Porém, ainda ndo ¢é possivel estimar quanto se perde com as doses
inseminantes que sdo descartadas ou até mesmo utilizadas sem um controle de qualidade.

Desta forma, o objetivo desta revisdo ¢ relatar fatores relevantes durante o processamento do s€émen que
possam vir a afetar a qualidade da dose inseminante.

Qualidade da dgua e diluentes

Atualmente o método mais utilizado para a conservagao do s€émen suino para a inseminag¢ao artificial ¢
a refrigeracdo por até 72h, no intervalo de temperatura de 16 a 18°C. Mas para que isto seja possivel € necessaria
uma correta preparacdo do diluente, utilizando-se agua de alta qualidade (Schulze et al., 2015). Os centros de
coleta e processamento (CCP) possuem equipamentos modernos para produ¢do de 4gua, como: osmose reversa e
desinfec¢do da dgua por ultravioleta, que devem ter manutengéo periodica.

A qualidade da agua deve ser monitorada por suas caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas. Em
CCP de sémen suino a dgua para o preparo de diluentes deve apresentar valores adequados de osmolaridade, pH
e ser livre de contaminagdo microbiana.

Erros na preparacdo do diluente, principalmente na osmolaridade e no pH da solugdo podem
comprometer a qualidade da dose de sémen, diminuindo, consequentemente, a taxa de fertilizacdo. A
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osmolaridade adequada encontra-se entre 240 a 380 mosm. A diferenca de gradiente osmético favorece o efluxo
ou influxo de 4gua pela membrana plasmatica, assim, diluentes hipo ou hipertdnicos levam ao encolhimento ou
inchaco da célula espermatica, respectivamente (Petrunkina et al., 2007).

Meios hipotonicos sdo prejudiciais para a célula espermatica levando a defeitos morfologicos como
cauda enrolada, além de reducdo da integridade da membrana, levando a morte celular. Por outro lado, meios
hipertonicos afetam negativamente a membrana plasmatica e a funcionalidade das mitocondrias, sendo esses
efeitos refletidos em diminuig¢@o da motilidade espermatica (Schulze, 2015).

Outro parametro importante de avaliagdo do diluente é o pH, que deve encontrar-se entre 7,2 ¢ 7,5. Vyt
et al. (2004), encontraram uma correlagdo negativa entre o pH e a motilidade espermatica, comparando cinco
diferentes diluentes comerciais durante 7 dias de armazenamento. A variacdo do pH pode ocorrer por diversos
fatores, sendo um fator de extrema relevancia, a produgdo de toxinas por bactérias. Pinart et al. (2016)
demonstrou que doses infectadas com Clostridium perfringens de 10" a 10" UFC mL™ sofrem alcalinizagio além
do fisiologico a partir de 5 dias de incubag@o. Esse aumento do pH, induz a reagdo acrossomal precocemente
comprometendo a qualidade da dose inseminante Cross, (2007).

Na preparagdo do diluente sdo adicionados alguns ions na forma de tampdo como por exemplo,
bicarbonato e/ou citrato de sodio e cloreto de potassio, com o objetivo de manter a funcionalidade da bomba de
Na'K’ das células. Outro tipo de tampdo sdo os compostos zwitterionicos ou anfoteros, que tem a capacidade de
capturar os metais pesados e controlar o pH da solugdo. Como substincia quelante, principalmente de Ca',
adiciona-se aos diluentes o acido etilenodiamino-tetra-acético (EDTA), diminuindo a aglutinagdo das células,
conferindo, assim, maior tempo de armazenamento da dose liquida para IA. Ainda, s8o incluidos rotineiramente
agentes antimicrobianos aos diluentes para evitar a proliferagdo dos microrganismos naturalmente presentes no
sémen (Johnson et al., 2000)

Os diluentes comerciais apresentam pH e osmolaridade adequados com a finalidade de proteger as
células espermaticas do choque osmético e da variagdo do potencial hidrogenionico, além de prevenir o
crescimento microbiano. Eles podem ser classificados como diluentes de curta (trés a quatro dias), média (cinco
a seis dias) e longa (sete a oito dias) duracdo. Em sua grande maioria, as doses inseminantes sdo utilizadas entre
trés a quatro dias pos-coleta. Como opgdo para granjas localizadas distantes do CCP de sémen suino como
opcdo para granjas localizadas distantes das CCP de s€men suino surgiram os diluentes de média e longa
durag@o, pois soluciona também os problemas no fornecimento de doses nos finais de semana e feriados (Pinart
et al., 2015; Bortolozzo et al., 2005; Waterhouse et al., 2004).

Contaminacéo das doses

Através da IA, o sémen diluido contendo células espermaticas viaveis é depositado dentro do trato
reprodutivo da fémea. Apesar do controle sanitario rigoroso que as granjas realizam e da utilizacdo de
reprodutores saudaveis e livres de patdgenos especificos (Althouse e Rossow, 2011), o risco de contaminagdo do
ejaculado com contaminantes de origem animal ou ndo-animal ¢ uma possibilidade a ser considerada (Maes et
al., 2008).

O ejaculado suino contém usualmente entre 10* a 10° bactérias/mL (Sone M., 1990), na sua maioria
gram-negativas, com um grande percentual pertencente a familia Enterobacteriaceae (Althouse e Lu, 2005).
Portanto, a obteng¢do de um ejaculado livre de microrganismos ¢ praticamente inalcangavel (Thibier e Guerin,
2000). Por outro lado, sabe-se que a excessiva contaminagdo bacteriana reduz a viabilidade espermatica
(Althouse, 2008; Bussalleu et al., 2011; Septilveda et al., 2014), principalmente através da inducdo de apoptose e
necrose, que pode ser parcialmente responsavel pela redugdo da motilidade espermatica (Moretti et al., 2009).

Fontes de contaminag@o microbiana do sémen podem ser classificadas como de origem animal ou ndo-
animal, sendo a animal devido a infecgdo geral ou local, com liberagdo dos contaminantes no trato reprodutivo.
Ainda, podem ser provenientes de fluidos da cavidade prepucial, secrecdo respiratoria e fezes durante a coleta. A
contaminag@o de origem nao-animal provém dos colaboradores envolvidos na coleta e processamento do s€men,
da agua utilizada durante os processos, dos sistemas de ventilagdo e de qualquer equipamento, utensilio ou
bancada usada no processo (Maes et al., 2008).

A contaminagéo bacteriana excessiva além de poder afetar a qualidade in vitro do ejaculado (Moretti et
al., 2009) e diminuir a longevidade das doses produzidas, pode reduzir também o tamanho da leitegada (Maroto
Martin et al., 2010). Maroto Martin e colaboradores (2010) identificaram que a partir de 3,5 x10° UFC/ml de
Escherichia coli pode haver redugdo no tamanho da leitegada. Dessa forma, eles sugerem que deveria ser
realizada uma avaliacdo prévia do ejaculado quanto a contaminagdo microbiana e que o ejaculado apresentando
contagem de E. coli igual ou maior que o valor citado seja descartado.

Dessa forma, as doses de sémen produzidas nos CCP devem conter a menor contaminagdo possivel
(Hueston e Sivula, 1988). Para isso, antibidticos sdo adicionados aos diluentes para controlar o crescimento
bacteriano (Speck et al., 2014). Entretanto, apenas essa manobra muitas vezes ndo ¢ suficiente para evitar um
crescimento excessivo, identificando-se com freqiiéncia bactérias isoladas de doses diluidas resistentes aos
antimicrobianos comumente utilizados (Althouse et al., 2000, 2008)
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Muitas fontes de variacao, fisioldgicas, metodoldgicas e operacionais, podem influenciar a qualidade do
produto final (Alvarez et al., 2005). A fisiologia do animal é pouco influenciavel pelo homem, quando o animal
¢ manejado e criado sob condi¢des satisfatorias. Entretanto, as questdes metodoldgicas e operacionais dentro de
um fluxo de produgdo de doses de sémen sofrem influéncia diaria dos colaboradores que as exercem.

A contamina¢do cruzada das doses pode acontecer por superficies, equipamentos ou vidrarias mal
higienizadas ou, ainda, através de um colaborador que ndo recebeu o devido treinamento para higienizagdo das
maos, vestimenta ¢ questoes de saude. O treinamento dos colaboradores, fator chave para qualquer sistema de
producdo, aliado ao sistema de analise de perigos e pontos criticos de controle (APPCC), que identifica os
perigos quimicos, fisicos e microbiologicos, apontando as medidas preventivas e agdes corretivas (Codex
Committee on Food Hygiene, 2009), padroniza o sistema de produgdo, reduzindo a chance de ocorréncia de
qualquer perigo. "coloquei uma virgula juntando as frases, acho que fica melhor.

Os principios do APPCC tém sido usado para identificar pontos criticos de controle higiénicos,
relacionados a contaminagdo das doses produzidas (Schulze et al., 2015). Ainda, sistema semelhante utilizando
os principios do mesmo sistema foi recentemente desenvolvido para CCP de sémen bovino, identificando os
perigos fisicos, quimicos e microbioldgicos (Goularte et al., 2015).

Embora o risco de transmissdo de doengas através da IA seja minimo, o impacto da utilizagdo de doses
contaminadas pode ser enorme, especialmente se um grande niimero de rebanhos esta envolvido (Maes et al.,
2008). Nem todas as bactérias isoladas possuem o mesmo impacto sobre o espermatozoide (Kuster e Althouse,
2016). Entretanto, o efeito negativo parece ser concentragdo-dependente (Althouse et al., 2000), reduzindo a
longevidade durante o armazenamento, expresso através da aglutinacdo espematica, baixa motilidade, lesdo no
acrossoma, perda da integridade e funcionalidade da membrana plasmatica espermatica (Kuster e Althouse,
2016).

Estratégias efetivas para minimizar o risco de contaminag@o bacteriana das doses de sémen produzidas,
incluindo programas de monitoramento, sdo necessarias (Kuster e Althouse, 2016). A implantagao de programas
de qualidade como o APPCC, usado para controlar rigorosamente todo o processo com o objetivo de garantir a
qualidade uniforme do produto final, vém sendo proposta (Schulze et al., 2015; Goularte et al., 2015).

Temperatura, diluicdo e curva de resfriamento

Os espermatozoides sdo células altamente especializadas e compactas, contudo, demonstram fragilidade
frente as questdes relacionadas a temperatura e choque térmico (Ashish et al., 2017). Alguns estudos
demonstram que as ocorréncias de falhas reprodutivas podem ser reflexo direto da qualidade seminal (Ashish et
al., 2017), sendo assim, ¢ de fundamental importancia o conhecimento ¢ cumprimento das exigéncias visando
um produto de qualidade.

Para isso, o controle da temperatura ¢ uma etapa fundamental, comegando na coleta do ejaculado, até
sua estabiliza¢do durante o armazenamento da dose. A temperatura ¢ considerada um perigo, tornando as etapas
onde seu controle ¢ fundamental em pontos criticos para a produgdo de doses inseminantes com qualidade. O
diluente, também conhecido como extensor, representara para a célula uma fonte de energia, garantindo pH e
osmolaridade adequados, capaz de inibir o crescimento de microorganismos, além de proteger as células do
choque térmico (Medrano et al., 2005; Estienne et al., 2007; Gogol et al., 2009).

Normalmente as centrais de difusdo de genética seguem o seguinte fluxograma de produgdo: coleta do
ejaculado, avaliagdo da motilidade, verificagdo da concentragdo, diluicdo, envase, armazenamento em
conservadora com temperatura entre 15 a 17°C. E no momento da coleta do ejaculado que a curva de
resfriamento tem seu inicio. A maior parte dos protocolos estabelece que a diluigdo da amostra (1:1) devera
ocorrer assim que possivel, ndo ultrapassando o tempo maximo de 30 minutos sendo esta dilui¢ao realizada de
forma isotérmica (Waberski, 2009). O diluente deve ser pré-aquecido até atingir a temperatura do ejaculado em
questdo (geralmente em torno de 33°C), sendo permitida uma variagdo maxima de 1°C (Waberski, 2009).

Apds afericdo da motilidade e concentragdo para o calculo das doses, ¢ realizada a dilui¢ao final para
que as doses fiquem com 3x10° espermatozoides/100 mL. Uma vez diluido, sua temperatura sera reduzida neste
momento, até atingir 17°C, temperatura usual nas conservadoras de s€men das centrais. O tipo de embalagem
deve propiciar a adequada circulagdo de ar entre as doses, evitando pontos de dificil refrigeragdo. Quando as
doses sdo mantidas em temperatura proxima a fisioldgica, as células ndo reduzem seu metabolismo, acarretando
em rapida redugdo da qualidade seminal (Petrunkina et al., 2005). O inverso, com a reducdo da temperatura a
valores inferiores a 12°C também leva a efeitos deletérios sobre a qualidade da amostra. Temperaturas em torno
de 5 a 12°C, também conhecidas como faixa de transi¢do, podem influenciar negativamente sobre a organizagao
das estruturas fundamentais da membrana celular (Althouse et al., 1998) aumentando a fluidez causando
lipoperoxidagdo de membrana, além de reduzir a atividade enzimatica (Parks e Lynch, 1992).

A temperatura adequada a cada etapa deve ser monitorada criteriosamente em todos os momentos,
evitando flutuagdes de temperatura. A suscetibilidade da célula espermatica suina a oscilagcdes de temperatura
estd principalmente relacionada a composi¢do de fosfolipidios presentes em sua membrana. Quando a
temperatura ¢ reduzida bruscamente a fase lipidica da membrana sofre desordem, de modo que sua fungéo ficara
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comprometida, podendo ainda acarretar danos e alteragdes nos canais de ions, bem como na estrutura das
proteinas. O numero de patologias também pode ser alterado em consequéncia do descontrole da temperatura, ja
que as células apresentardo defeitos em sua morfologia, como por exemplo, cauda enrolada (Schulze, 2015),
principalmente, quando forem expostas a situa¢des de choque térmico.

De modo geral, a oscilagdo de temperatura sera responsavel por reduzir o tempo de armazenamento da
dose, bem como queda no desempenho das células. O impacto ainda maior serd na queda da taxa de fertilizagdo,
com altas taxas de retorno ao estro, menor nimero de leitdes nascidos totais e podendo vir a antecipar o descarte
de fémeas de forma errénea, levando a um menor ganho na cadeia produtiva de suinos.

Um outro ponto importante para a implantagdo dos controles de qualidade, seria a avaliagdo das doses
inseminantes apos todas as etapas por onde passa a dose inseminante. Uma forma de verificagdo seria o envio
das doses a centros de referéncia em analise espermatica, que podem possibilitar uma vasta informagao sobre a
qualidade da dose inseminante gerando informagdes que determinam em quais possiveis etapas podem estar
ocorrendo a perda de qualidade espermatica. Nestes centros € possivel se estabelecer pardmetros de cinética
espermatica e funcionalidade celular. Além disso, esses centros podem oferecer treinamento as equipes do CCP e
das granjas, dispondo sempre de pessoal capacitado, otimizando os talentos humanos. A visdo holistica que ¢é
ofertada nestes cursos permite o entendimento que cada integrante ¢ peca fundamental para o sucesso de todo o
processo.

Conclusao

Com a implantagdo de animais geneticamente superiores ao plantel é necessaria a producdo de doses
inseminantes com maximas chances de fertilizagdo. Dessa forma, torna-se extremamente importante a
implantagdo de programas de qualidade no processamento de s€men suino que sejam capazes de manter sob
controle os perigos de contaminag@o bacteriana, choque térmico e osmético, identificados em varias etapas do
processamento consideradas pontos de controle na produgdo de doses de qualidade, possibilitando ainda, uma
maior confianga na dose produzida.
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