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RESUMO

A demanda do mercado impulsionou o melhoramento genético na suinocultura caracterizado pelo cruzamento
entre linhagens e racas distintas a fim de possibilitar o aproveitamento da heterose. Esse melhoramento acelerado
ocorreu em decorréncia da inseminagao artificial e manipulagdo do s€men, associado ao emprego de diluentes e
técnicas de refrigeragdo. Sendo assim, esta revisdo tem como objetivo compilar o conhecimento acerca da
influéncia genética e dos métodos de conservagdo sobre a qualidade do s€émen suino, além de discutir a composi¢ao
e eficiéncia dos principais diluentes e crioprotetores destinados a conservagdo espermatica nesta espécie.
Inicialmente, os animais eram selecionados baseados em caracteristicas produtivas como habilidade materna,
qualidade de carcaga e desempenho. Contudo, a fertilidade do reprodutor, caraterizada pela qualidade espermatica
e libido, é extremamente importante para industria suinicola uma vez que determina; o potencial produtivo do
plantel indiretamente. Evidéncias demonstram que os pardmetros espermaticos sofrem influéncia da genética,
sendo que cada raca se destaca numa determinada caracteristica seminal. Além disso, o manejo, idade,
alimentagdo, sazonalidade, as caracteristicas intrinsecas do espermatozoide e os métodos de conservagdo do
ejaculado também determinam sua viabilidade. Apesar de preconizado devido a facil execug@o e 6timos resultados,
o sémen refrigerado tem como limitador a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio. Da mesma forma,
o congelamento do ejaculado promove alteragdes espermaticas em virtude do choque térmico. Sendo assim, o
emprego de diluentes e crioprotetores propicios que possibilitem a manutencdo a longo prazo da viabilidade
espermatica € imprescindivel para ambos 0s processos.
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ABSTRACT

The market demand promoted the genetic improvement in swine farming characterized by the crossing between
different strains and breeds to make possible the use of heterosis. This accelerated improvement occurred due to
artificial insemination and semen manipulation, associated with the use of extenders and refrigeration techniques.
Therefore, this review aims to compile knowledge about the genetic influence and conservation methods on the
quality of swine semen, besides—to discussing the composition and efficiency of the main extenders and
cryoprotectants intended for sperm conservation in this species. Initially, animals were selected based on
productive traits such as maternal ability, carcass quality, and performance. However, male fertility,
characterized by sperm quality and libido, is extremely important for the swine industry as it determines the
productive potential of the herd indirectly. Evidences demonstrates that sperm parameters are influenced by
genetics, with each race standing out in certain seminal trait. In addition, the management, age, feeding,
seasonality, the intrinsic characteristics of the sperm cell, and the methods of ejaculate conservation also
determine its viability. Despite being recommended due to its easy execution and excellent results, refrigerated
semen has the excessive production of reactive oxygen species as a limiter. Likewise, the ejaculate freezing
promotes sperm changes due to heat shock. Therefore the use of suitable extenders and cryoprotectants that allow
the long-term maintenance of sperm viability is essential for both processes.

Keywords: Extenders, artificial insemination, genetic improvement, swine farming.

INTRODUCAO

A conservacdo e distribuicdo da genética liquida representa um desafio na
suinocultura, sendo o resfriamento o principal método comercial preconizado para conservacao
espermatica. Para a realiza¢do desse método, o sémen deve ser diluido em solucao apropriada
capaz de preservar a viabilidade, em temperaturas entre 15 e 18 °C, por até, no maximo, cinco
dias (JOHNSON et al., 2000). Outra maneira de conservar o s€émen suino ¢ por meio do
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congelamento, porém, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, como distribuicao
assimétrica de colesterol ao longo da membrana plasmatica e maior quantidade de 4cidos graxos
insaturados, o espermatozoide suino ndo ¢ tolerante a criopreservagdo (DE LEEUW et al.,
1990).

A qualidade do ejaculado ¢ um fator de suma importancia para o processo de
resfriamento ou congelamento, visto que ird determinar a sobrevivéncia dos espermatozoides.
Desse modo, quanto maior a qualidade do ejaculado, maior a chance de viabilidade espermatica
aceitavel apds o descongelamento. Segundo Flowers (2008) e Smital (2009), a qualidade do
ejaculado estd diretamente relacionada a genética animal, visto que existem variagdes
espermaticas significativas entre racas e linhagens de suinos reprodutores, € que nenhuma raga
suina consegue ser superior em todos os parametros espermaticos. Além disso, fatores como
manejo, idade, alimentagdo, sazonalidade e, at¢é mesmo, a manipulacdo do sémen podem
comprometer a viabilidade espermatica (HUANG et al., 2010).

Além desses fatores, os métodos de conservagao do sémen refrigerado e congelado
também determinam a qualidade e, consequentemente, o potencial fecundante das doses
inseminantes (GADEA, 2003). Embora o resfriamento do sémen promova reducdo do
metabolismo dos espermatozoides, estes ainda necessitam de nutrientes e continuam a gerar
metabolitos, que se acumulam no meio intra e extracelular, causando danos irreversiveis as
células espermaticas e limitando o tempo de armazenamento (KNOX, 2015). J4 no que diz
respeito ao congelamento, devido as particularidades estruturais, o espermatozoide suino ¢é
muito suscetivel ao choque térmico causado por baixas temperaturas, havendo necessidade do
uso de crioprotetores para manutengdo da integridade da membrana plasmatica e,
consequentemente, da homeostase celular (YESTE, 2016).

Dessa forma, dada a relevancia do tema e a escassez de informacdes, esta revisao tem
como objetivo compilar e explanar aspectos relacionados a influéncia da genética e dos métodos
de conservacdo sobre a qualidade do sémen suino, assim como apresentar e discutir a
composicao e eficiéncia dos principais diluentes e crioprotetores destinados a conservagao
espermatica nessa espécie.

DESENVOLVIMENTO

Influéncia da genética no potencial reprodutivo do macho

O melhoramento genético em suinos comegou no Brasil, em 1958, com a criacao da
Associagdo Brasileira de Criadores de Suinos (ABCS), que promoveu a implantagdo do
controle genealdgico e a importagcdo de novas ragas. Entretanto, somente na década de 70,
ocorreu o desenvolvimento de novas técnicas de melhoramento genético, como o Teste de
Progénie, além da melhor interacdo produtor-industria, que ajudou na disseminagdo das
genéticas; da substitui¢ao das fémeas de raga pura por fémeas hibridas (F1); e da implantagdo
da primeira Central de Inseminagdo Artificial, que possibilitou maior difusdo de material
geneticamente superior (FAVERO e FIGUEIREDO, 2009).

O Teste de Performance em Estacdes Centrais, estabelecido em 1976, foi instituido
com o intuito de testar e comparar diferentes reprodutores quanto a qualidade do material
genético, de modo que aqueles com material genético superior eram destinados a reposi¢ao dos
plantéis. Nos machos reprodutores, esse teste € realizado a partir da progénie oriunda de, pelo
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menos, trés leitegadas diferentes. Para isso, sdo abatidos trés filhotes inteiros, na faixa dos
90Kg, e a carcaga ¢ avaliada quanto a conversdo alimentar, ganho de peso, tamanho de pernil e
area do olho de lombo. Dessa forma, filhotes com qualidade superior, constituem um indicativo
de que o seu progenitor possui boa genética (PORTER, 1993; FAVERO, 2000).

Ja se reconhece que grande parte das caracteristicas reprodutivas dos suinos sao
herdadas da fémea, como tamanho de leitegada, nimero de leitdes nascidos e o peso dos leitdes
ao nascer, enquanto as caracteristicas de crescimento sao derivadas dos machos e influenciam
na qualidade da carne e no teor de gordura da carcaca, sendo essas as principais exigéncias do
mercado para a espécie suina (BORTOLOZZO et al., 2005; TORRES FILHO et al., 2005).
Com isso, os cruzamentos foram introduzidos com o objetivo principal de aproveitar a heterose,
ou seja, filhotes oriundos de racas diferentes com desempenho melhor que o de seus genitores
(BALAGUER, 2014; OKORO ¢ MBAJIORGU, 2017).

Geralmente, durante a selecdo de animais para o cruzamento, o foco maior esta voltado
para as qualidades maternas e qualidades de crescimento e de carcaca. Entretanto, uma
caracteristica muito importante para a industria suinicola, que consiste na fertilidade do macho,
é ignorada no sistema de cruzamentos (GONZALEZ-PENA et al., 2015). Robinson e Buhr
(2005), questionaram se esse foco no melhoramento da carcaca de suinos poderia afetar a
fertilidade do macho, uma vez que, em outras espécies, existe correlagdo entre maior ganho de
peso e infertilidade do macho. Os mesmos autores apresentaram um estudo realizado por
Barbato et al. (1998), com galos entre 14 e 42 dias de idade, no qual foi constatado que os
animais com rapido ganho de peso tiveram baixa fertilidade, tanto in vivo quanto in vitro, além
de menor quantidade de espermatozoides por ejaculado.

Segundo Smital et al. (2004), a qualidade do sémen difere entre racas suinas, € uma
melhor qualidade espermatica pode ser obtida por meio da heterose. Da mesma forma, Kaweka
et al. (2008) constataram que animais hibridos, de cruzamento entre Duroc e Pietran,
apresentam melhor qualidade seminal quando comparados a outros animais hibridos e a animais
Duroc e Pietran de raga pura. Evidéncias indicam, ainda, que animais hibridos apresentam
melhor libido, puberdade precoce e maior tamanho de testiculos quando comparados a animais
de raca pura (KAMANOVA et al., 2016).

Uma das maneiras de avaliar a fertilidade do macho suino ¢ pelo monitoramento da
qualidade do sémen. O sémen pode variar quanto a qualidade devido a fatores como manejo,
idade, alimentacdo, genética e sazonalidade (HUANG et al., 2010). As caracteristicas mais
importantes, no que diz respeito a qualidade do ejaculado, sdo: volume, motilidade dos
espermatozoides, concentracio e morfologia espermatica (GONZALEZ-PENA et al., 2015);
sendo que um ejaculado de boa qualidade deve possuir motilidade >70% e anormalidade
espermatica <30% (RUIZ-SANCHEZ et al., 2006). Segundo Grandijot ez al. (1997) e Wolf
(2009, 2010), os valores da herdabilidade para essas caracteristicas sdo, respectivamente: 0,15
a0,25; 0,13 a0,26; 0,05a 0,18; € 0,4 a 0,12. Essa baixa herdabilidade deve-se ao fato dessas
caracteristicas serem suscetiveis a variacao individual e ao efeito de fatores extrinsecos.

Nesse contexto, a afericdo do perimetro ou volume testicular consiste numa alternativa
para selegao de reprodutores para melhoramento genético, visto que, além de apresentar maior
magnitude de herdabilidade, estd diretamente relacionada a producgdo de células de Sertoli e,
consequentemente, a espermatogénese, garantindo obtengdo de maior quantidade de doses
inseminantes ¢ de fémeas inseminadas com um unico ejaculado (ALTHOUSE, 2014;

Recebido: set./2021.
Publicado: mar./2022. 117



Ciéncia Animal, v.32, n.1, p.115-130, jan./mar., 2022,

GONZALEZ-PENA et al., 2015). A consisténcia testicular também deve ser verificada, visto
que, apesar do grande volume testicular, este pode apresentar degeneragcdo ou fibrose, o que
pode alterar a espermatogénese e prejudicar a qualidade espermatica, culminando em um
possivel descarte do macho (WEITZE, 2010; PERKINS et al., 2017).

Ainda, no que diz respeito a qualidade do sémen, nenhuma raga consegue ser superior
em todos os parametros espermaticos. Cada raga possui uma caracteristica seminal superior em
relagdo as demais. Segundo Smital (2009), animais das ragas Pietran, Czech Meat Pig e Czech
Large White possuem numero total de espermatozoides maior quando comparados aos de
outras ragas. Animais da raca Duroc possuem menor volume de ejaculado, porém, alta
concentragdo espermatica, principalmente, quando comparados a animais da ra¢a Yorkshire,
que apresentam maior volume de ejaculado e baixa concentracdo espermatica (KENNEDY e
WILIKINS, 1984; KONDRACKI, 2003; LI et al., 2019). As ragas Large White e Landrace
apresentam o maior volume de ejaculado e maior nimero total de espermatozoides por
ejaculado dentre todas as ragas suinas (SMITAL et al., 2004; PINART e PUIGMULE, 2013).

Estima-se que o coeficiente de variagao para volume seminal entre as racas de suinos
seja de 6 a 8% (WOLF, 2009). Na Tab. 01, pode-se observar as médias, encontradas na
literatura, do volume espermatico de algumas ragas suinas.

Tabela 01: Média do volume do ejaculado nas diferentes ragas de reprodutores suinos.

Racas Volume (mL)

Czech Landrace 267+96,60 (Wolf, 2009); 333,03+146,58 (Kamanova et al., 2016)

Czech Large White | 267,34£0,93 (Smital, 2009); 274+97,0 (Wolf, 2009); 257+108,20
(Kamanova et al., 2016)

Duroc 185,11£7,46 (Smital, 2009); 198+71,50 (Wolf, 2009); 162,75+50,52
(Banaszewska e Kondracki, 2012); 145,87+44,78 (Wysokinska ¢ Kondracki,
2013); 220,91+88,89 (Kamanova et al., 2016)

Hampshire 272,16+6,76 (Smital, 2009); 268,79+88,06 (Banaszewska e Kondracki,
2012); 229,24+80,80 (Wysokinska e Kondracki, 2013)

Pietrain 260,34+8,86 (Smital, 2009); 264+92,40 (Wolf, 2009); 257,97+109,58
(Banaszewska e Kondracki, 2012); 191,67+57,10 (Wysokinska e Kondracki,
2013)

Yorkshire 213,11£77,74 (Li et al., 2019)

Além da questao racial, outros fatores que podem afetar o volume espermatico sdo:
temperatura e idade do macho. Animais em clima tropical alcancam a maturidade sexual com
idade entre 30 e 36 meses e possuem menor volume de ejaculado quando comparados com
animais criados em clima temperado, que demoram mais para alcangar a maturidade sexual, em
torno de 38 a 46 meses, e possuem maior volume de ejaculado (HUANG et al., 2010).

Em relagdo a producdo total de espermatozoides por ejaculado, as ragas, podem ser
classificadas da maior para a menor da seguinte forma: Pietrain (115x10%), Czech Large White
(110x10%), Czech Landrace (109x10%), Duroc (104x10%) e Hampshire (102x10°) (SMITAL,
2009; WOLF, 2009; KAMANOVA et al., 2016). Segundo Smital ez al. (2004), a porcentagem
média de espermatozoides invidveis para inseminacao artificial observada no ejaculado suino ¢

Recebido: set./2021.
Publicado: mar./2022. 118



Ciéncia Animal, v.32, n.1, p.115-130, jan./mar., 2022,

de 26%. Quando se trata de concentracao espermatica (nimero de espermatozoides/mL) a raga
Duroc ¢ a que apresenta os maiores valores, apesar do baixo volume de ejaculado e do baixo
nimero de espermatozoides totais, sendo estas as principais caracteristicas da raga (SMITAL,
2009; KONDRIACKI et al., 2012). Segundo Wolf (2009), o coeficiente de variacdo para
concentra¢do espermatica e numero total de espermatozoides entre as ragas de suinos ¢ de 17%.
As médias de concentragdao espermadtica, para algumas ragas suinas, podem ser observadas na
Tab. 02, segundo informacgdes obtidas na literatura.

Tabela 02: Média da concentracdo espermatica nas diferentes ragas de reprodutores suinos.

Racas Concentracio (x103/mm?)
Czech Landrace 417+168,0 (Wolf, 2009); 330,27+146,52 (Kamanova et al., 2016)
+ i : + : +
Czech Large White 426,93 4,29 (Smital, 2009); 424+161,90 (Wolf, 2009); 355,29+157,82
(Kamanova et al., 2016)
502,56+13,04 (Smital, 2009); 490+175,20 (Wolf, 2009); 754,15+186,87
Duroc (Wysokinska e Kondracki, 2013); 471,74+£187,01 (Kamanova et al,
2016)
. 394,29+11,82 (Smital, 2009); 492,24+136,72 (Wysokinska ¢ Kondracki,
Hampshire
2013)
Pietrain 454,31+15,49 (Smital, 2009); 443+155,80 (Wolf, 2009); 600,13+178,43
(Wysokinska e Kondracki, 2013)

E dificil estimar a porcentagem média de espermatozoides anormais no ejaculado para
as diferentes racas suinas, devido a escassez de informagdo na literatura (PINART e
PUIGMULE, 2013). Sabe-se apenas que o coeficiente de variagio é o maior dentre as
caracteristicas seminais, em torno de 24% (WOLF, 2009). Segundo Kondracki et al. (2012), a
raca Duroc apresenta maiores alteragdes morfologicas nos espermatozoides quando comparada
raca Pietrain. Entretanto, Kawecka et al. (2008) constataram maior quantidade de
espermatozoides com defeito de gota proximal para a raga Pietrain em comparagao aos animais
Duroc. Vale ressaltar, contudo, que essa anomalia espermatica € transitoria e estd associada a
maturacao incompleta do espermatozoide, causada por estresse ou coletas seminais sucessivas
(FLOWERS, 2004; KNOX, 2003).

Quanto a motilidade, existe pouca diferenga entre racas, de modo que corresponde a
caracteristica seminal com um dos menores coeficientes de variacdo, em torno de 9%
(SMITAL, 2009). O ranking das ragas, da maior para a menor motilidade, ¢é: Yorkshire
(77,36%), Pietrain (75,64%), Hampshire (75,60%), Czech Large White (75,14%), Czech
Landrace (74,81%) e Duroc (73,60%) (SMITAL, 2009; WOLF, 2009; BANASZEWSKA e
KONDRACKI, 2012; WYSOKINSKA ¢ KONDRACKI, 2013; KAMANOVA et al., 2016; L1
et al., 2019). Segundo Flowers (2020), a motilidade corresponde a caracteristica espermatica
mais suscetivel ao estresse, de modo que situacdes de estresse severo podem comprometer os
espermatozoides armazenados no epididimo e, consequentemente, a produ¢do espermatica e do
animal por algumas semanas.
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Métodos de conservacao do sémen suino e efeitos sobre sua viabilidade

Desenvolvida na década de 30, a inseminacao artificial (IA) possibilitou o crescimento
do setor suinicola de forma extraordinaria, em virtude da otimizagdo do macho reprodutor e,
consequentemente, do maior nimero de matrizes fecundadas por lote, da redugdo da
transmissao de enfermidades pelo contato e da criagdo de novas linhagens suinas (LEVIS, 2000;
KNOX, 2016). Isso so6 foi possivel, contudo, em decorréncia do desenvolvimento de diluentes
seminais que possibilitaram a conservacao e manutengao da viabilidade do ejaculado por mais
tempo (GADEA, 2003). Na suinocultura, o sémen pode ser utilizado a fresco, refrigerado ou
congelado, a depender do método empregado para inseminagdo, que pode ser intracervical ou
intrauterina (pos-cervical ou profunda) (KNOX, 2016).

No que diz respeito ao tipo de sémen, atualmente, na indudstria suinicola, o s€émen
refrigerado ¢ mais utilizado devido ao maior tempo de conservagdo, comparado ao sémen
fresco, € a melhor qualidade espermatica, comparado ao congelado (MOREIRA et al., 2013;
KNOX, 2016). Ja com relacao ao método de 1A, a intracervical (IAIC) ou tradicional ¢ a mais
difundida em virtude da facilidade de execucao e alta eficiéncia, com taxa de prenhez acima de
90%, seja com sémen fresco ou refrigerado, na concentragdo usual de 3 bilhdes de
espermatozoides diluidos em 80 a 100mL por dose inseminante (BORTOLOZZO et al., 2015;
KNOX, 2016). Em comparagdo, a IA pos-cervical (IAPC) e intrauterina profunda (IAIUP),
embora possibilitem a otimizacdo do ejaculado, com doses inseminantes de sémen refrigerado
em torno de 1,0 a 1,5 bilhdes e 150 milhdes de espermatozoides, respectivamente, requerem
treinamento para execugdo da técnica e apresentam restricdo para o uso em primiparas e
nuliparas. A IAIUP ¢ indicada quando se deseja trabalhar com sémen congelado ou sexado,
uma vez que a IAPC com sémen refrigerado possibilita taxa de prenhez similar a IAIC quando
bem executada (ROCA et al., 2003; BORTOLOZZO et al., 2015; GARCIA-VAZQUEZ et al.,
2019).

O sémen fresco para inseminacdo artificial ¢ utilizado, em especial, por pequenos
produtores, por ndo requerer tecnifica¢do, sendo necessaria apenas a coleta do sémen seguida
pela divisdo do ejaculado em doses inseminantes, de acordo com a quantidade de fémeas a
serem inseminadas. Dependendo da raca utilizada, pode-se obter de seis a oito doses
inseminantes (80 a 100mL) com o sémen fresco (SELK, 2007). Apds a obtengao das doses,
estas devem ser utilizadas imediatamente ou em até trés horas, no maximo (GORDON, 1999).
Além do curto tempo de conservacgao, a utilizacao do s€men fresco apresenta como empecilho
a necessidade de varias matrizes em estro no momento da coleta do ejaculado. Além disso, na
auséncia de microscopio, ¢ realizada apenas a avaliagdo visual macroscopica do sémen, o que
ndo possibilita distinguir se este realmente estd apto para fecundagao (SELK, 2007).

O sémen refrigerado tornou-se mais comum na industria suinicola, pois possibilita a
inseminac¢do de varias fémeas ao mesmo tempo, de modo que um macho pode produzir, em
média, de 20 a 24 doses inseminantes com 3x10° de espermatozoides cada, considerando a
inseminacao artificial tradicional (intracervical) (DALLANORA, 2014). Isso porque na
preparagao do s€men refrigerado sao utilizados diluentes com a fun¢do de aumentar o volume
do ejaculado, nutrir e conservar os espermatozoides, além de regular o pH e a osmolaridade do
ambiente durante determinado periodo de tempo, de acordo com o diluente utilizado
(JOHNSON et al., 2000; GADEA, 2003).
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As doses inseminantes, no caso do sémen refrigerado, devem ser mantidas em
temperaturas mais baixas, entre 15 e 18 °C, a fim de reduzir o metabolismo dos espermatozoides
e a consequente producdo e acimulo de espécies reativas de oxigénios (EROS), que interferem,
de modo irreversivel, na integridade da membrana e do DNA dos espermatozoides, reduzindo
sua viabilidade (JOHNSON et al., 2000; MAES et al., 2011; DE AMBROGI et al., 2006).

Em relagcdo ao sémen congelado, este ndo ¢ utilizado com muita frequéncia devido a
baixa viabilidade espermatica, ap6és o descongelamento, e as baixas taxas de fecundagdo
(KNOX, 2015). Essa redugdo da viabilidade deve-se a intolerancia do espermatozoide suino as
temperaturas abaixo de 15 °C, devido a menor propor¢do e distribuicdo assimétrica do
colesterol na membrana plasmadtica, além da grande quantidade de acidos graxos insaturados
nos fosfolipidios da membrana (DE LEEUW et al., 1990; JONHSON et al, 2000). Isso
favorece o aumento da permeabilidade da membrana plasmatica, em decorréncia do choque
térmico, possibilitando a perda de cations (Ca") e enzimas, e afetando a osmolaridade da célula
(YESTE et al., 2017). Devido a isso, quando se trata do s€émen congelado, sdo acrescidos
crioprotetores aos diluentes, para evitar o choque térmico e reduzir os danos, por congelamento,
aos espermatozoides (GADEA, 2003).

Historico e composi¢io dos diluentes para sémen suino

Quando se trata do sémen refrigerado, a diluicdo do ejaculado corresponde a etapa
mais importante, pois interfere na preservacao e viabilidade dos espermatozoides, o que ira
refletir diretamente nos resultados da inseminagdo artificial (REIS, 1997). Segundo Knox
(2011), para reprodutores sadios, que ndo sao coletados excessivamente, a producao média
minima aceitavel, dependendo da genética, varia entre 30 e 60 bilhdes de espermatozoides por
ejaculado, o que possibilita taxas de dilui¢ao entre 1:4 e 1:10. Nesse contexto, no que diz
respeito aos diluentes para sémen suino, hoje existem no mercado diluentes de curta duracao
(um a trés dias) e de longa duragdo (quatro a sete dias) (DALLANORA, 2014).

Os diluentes de curta duragdo sdo os mais usados rotineiramente para a reproducao,
enquanto os de longa duragdo sdo utilizados para transporte a longas distancias (GADEA,
2003). Na Tab. 03 ¢ possivel observar a relagao dos diluentes mais utilizados comercialmente,
de acordo com o tempo de conservacgao.

Tabela 03: Classificacao dos diluentes de acordo com o tempo de conservagao.

Curta Duracao (1-3 dias) Longa duracao (4-7 dias)
Ilinois Variable Tempeture (IVT) Androhep®
Beltsville Thawing Solution (BTS) Modena

Beltsville Liquid (BL-1) MR-A®
Kiev Reading

— Zorlesco
--- ZORPVA

Fonte: Adaptado de Gadea (2003).
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De acordo com Foote (2002), os primeiros diluentes foram criados na Russia e eram
feitos a base de glucose, solugdes contendo potéssio, tartarato de sodio ou sulfato de sédio e
peptonas, além de baixos niveis de eletrolitos. A partir de 1950, comecaram a ser desenvolvidos
diluentes a base de gema de ovo, fosfato ou citrato, e leite. Essas alteragdes ajudaram na
constituicdo de um diluente especifico para suinos.

O primeiro diluente de curta duragdo para suinos foi o Illinois Variable Tempeture
(IVT), cuja fungdo era a conservagao do sémen em temperatura ambiente. Foi desenvolvido a
partir de modificagdes realizadas no IVT para bovinos, sendo constituido por gema de ovo,
solugdes de glucose, citrato e bicarbonato, entretanto, necessitava receber quantidades de CO>
para reduzir o metabolismo dos espermatozoides (DU MESNIL DU BUISSON e DAUZIER,
1959). Em 1960, ocorreu uma grande inovacao na criacdo dos diluentes: a adi¢do de agentes
quelantes (EDTA), cuja fungdo era o bloqueio do cdlcio como mediador na capacitagdo
espermatica e nas reagdes acrossomais. Isso levou a criacdo do diluente Kiev, sendo este o
principal responsavel pela expansao da inseminacao artificial em suinos (PLISKO, 1965).

Treze anos depois, Pursel ef al. (1973) desenvolveram o precursor dos diluentes para
a conservacao do s€men em ambiente refrigerado (BL-1), e dois anos depois, para a congelagdo
(BF-5) (PURSEL e JOHSON, 1975). Além disso, foram os criadores do diluente mais utilizado
no mercado atualmente, o Beltsville Thawing Solution (BTS), cujo proposito original era servir
como solu¢do para o descongelamento do sémen, sendo depois adaptado para a conservagao do
sémen em ambientes refrigerados (JONHSON et al, 2000). A principal caracteristica desse
diluente ¢ a presenca de potassio em pequenas quantidades, evitando, assim, a perda de potassio
intracelular do espermatozoide e reduzindo a perda da motilidade espermatica (ALVAREZ e
STOREY, 1982).

O motivo que fez com que o BTS se tornasse muito utilizado no mercado foi o baixo
custo de produgdo e os Otimos resultados relacionados a motilidade espermatica durante o
armazenamento (WOELDERS, 1992). Na Tab. 04, ¢ possivel observar a composi¢do dos
diluentes de curta duracdo, de acordo com as informacdes disponiveis na literatura

Tabela 04: Composi¢ao dos diluentes de curta duragdo para s€émen suino.

Composig¢io (g L) IVT Kiev BTS
Glucose 3 60 37
Citrato de Sodio 243 3,7 6,0
EDTA - 3,7 1,25
Bicarbonato de sodio 2,4 1,2 1,25
Cloreto de Potassio 0,4 - 0,75
Acetilcisteina 0,05 - -
mOsm 290 380 330
pH - 7,2 7,2

Fontes: Adaptado de Du Mesnil du Buisson e Dauzier (1959), Plisko (1965) e Pursel e
Johnson (1975).

Dos diluentes de longa duracdo, o Zorlesco foi o primeiro a ser criado, possuindo na
sua composicdo: tris(hidroximetil) aminometano (Tris), albumina de soro bovino (BSA),
cisteina e compostos do grupo das sulfridilas (GOTTARDI et al, 1980). De acordo com
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Jonhson et al. (2000), a adi¢do de sulfridilas auxilia na estabilizagdo da membrana plasmatica
e inibi¢do da capacita¢do espermatica. Entretanto, esse diluente ndo se mostrou muito eficaz
devido a baixa osmolaridade (240mOsm). Moretti (1981), tentou contornar o problema da
pressao osmotica do Zorlesco, o que acarretou na criagao do diluente Modena, com acréscimo
de mais glucose e remocao do BSA da composi¢do. Entretanto, este ainda apresentou resultados
insatisfatorios. Ao mesmo tempo, ocorreu a criagdo do diluente MR-A®, na Espanha, por Martin
Rillo (1984), mas ndo se conhece ao certo sua composi¢ao devido ao sigilo comercial.

Alguns anos depois, ocorreu a criacdo de outros dois diluentes de longa duracdo:
ZORPA (CHENG, 1985) e Reading (REVELL e GOSSOP, 1989). Os dois foram criados com
base no Modena, porém, tiveram a adi¢do de alcool polivinilico (PVA), de modo a reduzir
danos ao acrossomo durante o resfriamento e conservagdo. Porém, por possuirem preco de
fabricacdo elevado comparado aos outros diluentes de curta duracdo, e resultados proximos a
estes, o uso destes diluentes nao se tornou comum (REED e CURNOCK, 1990). O diluente
Androhep®, criado por Weitze (1990), é um dos poucos diluentes de longa duracdo que
apresentou 6timo desempenho, devido a presenga do BSA para compensar o efeito da diluicao
do plasma seminal, e a sua natureza levemente hipertonica (309 mOsm), além da presenca de
agentes tamponantes do grupo acido sulfonico zwitterionico (Hepes).

Sabe-se que, ao longo dos anos, foram criados novos diluentes de curta e de longa
duracdo que apresentaram bons resultados, entretanto, por motivos de sigilo comercial, os
componentes e as quantidades utilizadas na preparacdo nao foram revelados (GADEA, 2003).
Na Tab. 05, ¢ possivel constatar a composicao de alguns diluentes de longa duragao, com base
nas informacodes disponiveis na literatura.

Tabela 05: Composi¢do dos diluentes de longa duragdo para s€émen suino.

Componentes (g L) Zorlesco | Modena | ZORVPA | Reading | Androhep®
Glucose 11,5 25" 11,5 11,5 26
Citrato de Sédio 11,7 6,90 11,65 11,65 8,0
EDTA 2,3 2,25 2,35 2,35 2,4
Bicarbonato de sodio 1,25 1,00 1,75 1,75 1,2
Cloreto de Potassio - - - 0,75 -
Hepes - - - - 9,0
BSA 5,0 3,00 - - 2,5
Tris 6,5 5,65 5,5 5,5 -
Citrato 4,1 2,00 4,1 4,1 -
Cisteina 0,1 0,05 0,7 0,7 -
Trealose - - - 1 -
PVA - - 1 1 -
mOsm 240 282 275 300 309
pH - 6,9 - - 6,8

*Obs.: Glucose monohidratada. Fonte: Adaptado de Gottardi et al., (1980), Moretti (1981), Cheng (1985), Revell
e Gossop (1989), e Weitze (1990).

No sémen suino refrigerado, o uso de antibidticos ¢ de suma importancia, uma vez
que, devido a presenca de glucose e a temperatura na qual ¢ armazenado, pode ocorrer
crescimento de bactérias Gram-negativas (Gram®) e Gram-positivas (Gram®), principalmente as
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bactérias Escherichia coli, Straphylococcus sp. e Streptococcus sp. (ALTHOUSE e LU, 2005).
Essa contaminagdo pode ocorrer durante a coleta e processamento do sémen efetuados sem o
devido cuidado e higienizacdo (COLLARES et al., 2017). A contaminagao bacteriana do s€émen
causa perda de motilidade, maiores taxas de aglutinagdo, acidificagdo do meio e aumento da
propor¢ao de acrossomos anormais (GADEA, 2003; TONIOLLI et al., 2006).

Quando se trata de sémen congelado, a adi¢gdo de crioprotetores aos diluentes ¢
obrigatoria, a fim de reduzir os prejuizos causados pelo choque térmico, no ambito celular, aos
espermatozoides suinos (YESTE, 2015). Nesse contexto, Pursel e Jonhson (1975) criaram o
diluente BF-5 para auxiliar no congelamento do sémen, o qual contém gema de ovo, glucose e
Tris. Segundo Knox (2015), o uso de substancias como antioxidantes, hormonios, agucares,
proteinas e alguns lipideos, como crioprotetores, ajudam na conservacdo da integridade da
membrana plasmatica do espermatozoide.

Existem dois tipos de crioprotetores: permeaveis ou penetrantes € impermeaveis ou
nao penetrantes. Os permeaveis promovem alteragdo no meio intracelular, de forma a reduzir o
efeito da osmolaridade e a concentracao de eletrolitos, dificultando a formacao de cristais de
gelo intracelular (WATSON, 1995). O glicerol, ¢ o crioprotetor penetrante mais utilizado em
baixas concentragdes, entre 2 e 3%, devido ao estresse osmdtico que promove € ao seu grau de
toxicidade, que pode reduzir o potencial fecundante do espermatozoide (MAZUR, 1984;
PURDY, 2006). Outro crioprotetor penetrante bastante utilizado, em especial, em outras
espécies, ¢ a dimetilacetamida, que além de apresentar menor peso molecular e viscosidade que
o glicerol, estabelece coligagdo mais facil e eficaz com as moléculas de dgua devido a presenca
do grupamento amina (BALL e VO, 2001).

Ja os crioprotetores impermeaveis ou nao penetrantes, estes agem no meio
extracelular, otimizando o funcionamento dos crioprotetores intracelulares (BENSON et al.,
2012). Deste modo, promovem aumento da osmolaridade do meio extracelular, estimulando a
saida de 4gua intracelular para o meio externo, reduzindo, assim, a formagao de cristais de gelo
no interior dos espermatozoides (AMANN e PICKETT, 1987). Os crioprotetores nao
penetrantes mais comuns sdo: leite em p6 desnatado, gema de ovo e actcares (YESTE, 2016).

As proteinas presentes no leite, como as lectinas e lipoproteinas, promovem protecao
da célula espermatica contra o choque térmico, além dessas, uma outra proteina, a caseina,
ajuda a conservar os lipideos da membrana durante o congelamento (MEMON e OTT, 1981;
BERGERON et al,, 2007). As proteinas presentes na gema do ovo protegem o espermatozoide
contra o choque térmico, em decorréncia da presenca de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) que se aderem a membrana plasmatica durante a congelagdo (MOUSSA et al., 2002).
Os aglicares sdo importantes na criopreservacao, pois, além de promoverem maior pressao
osmotica no meio extracelular, ajudando na desidratacdo da célula, atuam, também, como
substrato energético (FULLER, 2004; MALO et al., 2010). Os actcares simples, como frutose
e glicose, e os aglicares nao penetrantes, como lactose, rafinose e trealose, sao os mais utilizados
no processo de criopreservagao seminal (SQUERES et al., 2004).

CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da comprovac¢do da influéncia da genética na qualidade do sémen em
reprodutores suinos, nenhuma raga ou linhagem consegue ser superior em todos os parametros
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espermaticos. Ademais, independente da questdo racial, os métodos de conservagdo, por
resfriamento ou congelamento, também afetam a viabilidade espermatica, seja pelo acimulo de
espécies reativas de oxigénio ou pelo choque térmico, havendo necessidade do uso de diluentes
com composicao apropriada para os diferentes tempos de conservagdo, no caso do sémen
refrigerado, e da associagdao de crioprotetores permeaveis € impermeaveis, no caso do s€émen
congelado.
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