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RESUMO

Recentemente, foi demonstrado que as vibracdes oriundas do transporte de doses de sémen
suino comprometem a qualidade espermatica, dependendo da intensidade e tempo de
agitacdo. Apesar dos trabalhos até 0 momento terem sido realizados com embalagem tipo
tubos flexiveis, ha uma grande utilizacdo de embalagens tipo bag. Assim, o objetivo do estudo
foi comparar duas embalagens de doses (tipo Bag ou Tubo) de sémen suino, submetidos a
diferentes tempos de agitacdo sobre os parametros espermaticos. Doses de 30 diferentes
machos foram produzidas com 1,5 x 10° células em 45 mL em diluente BTS, e foram
submetidas a 0, 6 e 12 h de agitacdo a 100 RPM. As doses foram armazenadas até 168 h de
armazenamento e avaliadas quanto a motilidade, pH, integridade de membrana plasmaética e
acrossomal, potencial mitocondrial, apoptose, espécies reativas ao oxigénio (EROs) e teste de
termoresiténcia (TTR). As analises foram realizadas como medidas repetidas, incluindo o tipo
de embalagem, tempo de agitacdo, tempo de armazenamento (ou de incubagdo parao TTR), e
suas interagdes. Observou-se reducdo da motilidade espermatica total e progressiva, e
aumento das EROs (P < 0,01) durante o armazenamento. Com o0 aumento do tempo de
agitacdo, houve reducdo das motilidades espermaéticas, aumento de pH, reducéo no percentual
de celulas ndo apoptdticas, e com alta atividade mitocondrial, aumento de EROs, e menor
resisténcia a0 TTR (P < 0,04). As embalagens tipo Tubo apresentaram maior motilidade
espermatica durante o armazenamento e ap6s o TTR, além de maior proporcao de células ndo
apoptdticas, e maior atividade mitocondrial do que Bag (P < 0,01). Houve interagdo entre
tempo de armazenado e embalagem (P < 0,01), em que o pH das doses em Tubo foi superior
ao Bag ap0s 72 h de armazenamento, e com um aumento constante até as 168 h. Também foi
observado uma interagcdo embalagem x tempo de agitagdo x armazenamento para integridade
de membrana plasmética (P = 0,05). Quando ndo agitadas ou com 6 h de agitacdo, as
embalagens nao diferiram as 72 e 120 h de armazenamento. No entanto, com 12 h de agitacdo
e ap6s 120 h de armazenamento, a integridade de membrana plasmatica foi reduzida nas
embalagens tipo Bag quando comparado aos Tubos (P < 0,01). A integridade acrossomal foi
reduzida em ambas as embalagens com o aumento do tempo de agitagéo; no entanto a reducéo
foi mais pronunciada nos Bags em comparacdo aos Tubos (P < 0,05). Em concluséo, este
estudo demonstrou que grupo Tubo ofereceu uma protecdo superior aos espermatozoides,

principalmente sob condicdes de agitagdo prolongada.

Palavras-chave: inseminacéo artificial; embalagens de sémen; cachaco; transporte.



ABSTRACT
Recent research has revealed that vibrations originating from the transportation of boar
semen doses can compromise sperm quality, depending on the intensity and duration of
agitation. Despite previous studies primarily focusing on flexible tube package, bag package
is widely used. Therefore, the objective of this study was to compare two types of packages for
semen dose (Bag or Tube) submitted to different agitation times regarding sperm parameters.
Semen doses from 30 different boars were produced with 1.5 x 10° cells in 45 mL with BTS
extender and submitted to agitation for 0, 6, and 12 h at 100 RPM. Semen doses were then
stored for up to 168 h and evaluated for motility, pH, plasma membrane and acrosomal
integrity, mitochondrial potential, apoptosis, reactive oxygen species (ROS), and thermo-
resistance test (TRT). Analyses were conducted as repeated measures, including package
type, agitation time, storage time (or incubation for TRT), and their interactions. A decrease
in total and progressive sperm motility and an increase in ROS (P < 0.01) were observed
during storage. Longer agitation time resulted in reduced sperm motility, increased pH,
decreased non-apoptotic cell percentage, elevated mitochondrial activity, increased ROS, and
decreased the TRT results (P < 0.04). Tube package exhibited higher sperm motility during
storage and after TRT, as well as a higher proportion of non-apoptotic cells and cells with
high mitochondrial activity than Bag (P < 0.01). There was a significant interaction between
storage time and package (P < 0.01), with Tube doses showing higher pH levels after 72 h,
consistently increasing up to 168 h. Additionally, there was a three-way interaction between
package, agitation time, and storage for plasma membrane integrity (P = 0.05). While there
were no differences between package types at 72 and 120 hours when non-agitated or
submitted to 6 h of agitation, plasma membrane integrity was significantly reduced in Bag
package compared to Tubes after 12 h of agitation and 120 h of storage (P < 0.01).
Acrossomal integrity decreased with increased agitation time, particularly pronounced in
Bags compared to Tubes (P < 0.05). In conclusion, this study highlights the superior

protection offered by Tube package, especially under prolonged agitation conditions.

Keywords: artificial insemination; semen packages; boar; transport.
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1 INTRODUCAO

A suinocultura contemporanea passou por transformacdes significativas impulsionadas
por inovacdes tecnoldgicas e avancos genéticos. Entre as principais biotecnologias
disponiveis na suinocultura, destaca-se a inseminac&o artificial, amplamente utilizada e eficaz,
evidenciada pela constante atualizacdo e complementacdo com técnicas que visam aumentar
ainda mais a produtividade (Knox, 2016). Na tltima década, a inseminacao artificial (1A) tem
sido responsavel por cerca de 90 a 100% das coberturas em muitos dos principais paises
produtores de carne suina, destacando-se como uma pratica essencial para otimizar a
produtividade e a eficiéncia reprodutiva (Waberski et al., 2019). Seu sucesso tem sido
associado principalmente a qualidade da dose de sémen (Bortolozzo et al., 2015; Knox, 2016).

Entretanto, assegurar a qualidade das doses inseminantes apresenta desafios
significativos, especialmente em contextos menos profissionalizados. A centralizagdo e
profissionalizacdo das centrais produtoras de sémen (CPS) sdo fundamentais para manter
rigorosos padrbes de qualidade e renovacao genética nos plantéis, minimizando riscos como a
contaminacdo bacteriana e garantindo a integridade do produto (Schulze et al., 2019). Com a
centralizacdo das operacdes, o transporte de doses inseminantes tornou-se uma pratica comum
na suinocultura, com distancias que variam de 5 a 1500 km entre as CPS e as granjas,
percorridas em até 12 horas ou mais (Hafemeister et al., 2022).

Fatores como a intensidade de vibragdo durante o transporte (Schulze et al., 2018),
temperatura de transporte (Paschoal et al., 2021) e a relagéo entre o tipo de diluente utilizado
e a duracéo do transporte (Tamanini et al., 2022) foram estudados para determinar seus efeitos
sobre a qualidade espermatica. Mais recentemente, Hafemeister et al. (2023) conduziram um
estudo investigando a interagdo entre a intensidade das vibragdes e a duracdo do transporte
como fatores que influenciam a qualidade do sémen, constatando que h& reducdo nos
parametros espermaticos de acordo com o aumento da intensidade das vibracGes e da duracéo
do transporte, sendo esse efeito ampliado com o aumento do tempo de armazenamento. No
entanto, pouco se sabe sobre como diferentes tipos de embalagens disponiveis para o envase
das doses afetam a qualidade dos espermatozoides durante o transporte.

Até o0 momento presente, ndo foram realizados estudos que avaliem a qualidade das
células espermaticas de doses inseminantes envasadas em embalagens tipo Bag, nem mesmo
que comparem os diferentes tipos de embalagem ou que correlacionem o efeito das vibragoes
decorrentes do transporte sobre elas. O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto de

diferentes tempos de agitacdo na qualidade de doses de sémen suino envasadas nos dois
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principais tipos de embalagens utilizadas pelas CPS, as embalagens tipo Bag ou Tubo, uma
vez que essas possuem formato, capacidade volumétrica, area de contato, curva de
resfriamento, material e espessuras diferentes. Os resultados obtidos poderdo auxiliar na
determinacdo da embalagem ideal para envasar as doses de sémen que serdo submetidas a
diferentes duracdes de transporte e na adocdo de possiveis praticas que permita reduzir a

emissao de vibragoes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A reproducédo de suinos em granjas tecnificadas € conduzida, principalmente, através
da inseminacéo artificial (IA) com o uso de sémen diluido e envasado em estado liquido. E
essencial garantir que o0s pardmetros espermaticos atendam ou superem o0s padrbes
estabelecidos, considerando que impactos negativos na motilidade, morfologia ou integridade
da membrana plasmatica dos espermatozoides podem estar associados a taxas reduzidas de
parto e ao decréscimo no tamanho das leitegadas.

A 1A na suinocultura representa uma inovagdo de grande impacto, transformando a
maneira como a reproducédo de suinos é realizada em escala mundial. Essa técnica se tornou
um pilar fundamental para o avanco do desempenho reprodutivo na suinocultura moderna,
permitindo avangos notaveis na eficiéncia reprodutiva através da utilizacdo de machos
geneticamente superiores e otimizando a inseminacdo de fémeas (Knox, 2016). Essa pratica
contribui para a elevagdo dos indices de produtividade e reducdo dos custos de producédo
(Matos et al., 2008). A predominancia do uso de sémen diluido e refrigerado consolida a 1A
como a biotécnica de reproducdo mais utilizada dentre os maiores paises produtores de
suinos, podendo corresponder a até 90% das praticas de reproducdo (Waberski et al., 2019).

A obtencdo de doses adequadas para a inseminacdo requer um monitoramento
rigoroso do controle de qualidade em todas as etapas de producédo e processamento de sémen.
Nas CPS, analises iniciais do ejaculado sdo cruciais, incluindo a avaliacdo da concentracéo,
motilidade e morfologia espermatica. Essas analises compdem a avaliacdo da capacidade de
fertilidade do macho suino, garantindo que apenas os melhores ejaculados sejam utilizados
(Tsakmakidis, Lymberopoulos, Khalifa, 2010). No entanto, algumas alteracGes da
funcionalidade espermética sdo visualizadas com a avaliagdo das doses de sémen

armazenadas.
2.1 Avaliacg0es in vitro de parametros espermaticos das doses inseminantes
2.1.1 Motilidades espermaticas total e progressiva
A motilidade espermatica € um parametro essencial para 0 monitoramento rotineiro da
qualidade seminal nos laboratérios das CPS. As verificagdes regulares apds a diluicdo e

durante o armazenamento fornecem informacdes valiosas sobre a viabilidade e a capacidade

de preservacao das caracteristicas individuais de cada reprodutor.
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A mensuracao das motilidades pode ser realizada por meio de microscopia Optica ou
utilizando o método mais robusto e pratico de analise computadorizada de sémen (CASA —
Computer-Assisted Sperm Analysis) (Broekhuijse et al., 2011). Embora a microscopia de fase
possa ser subjetiva e suscetivel a variacOes, ela € uma pratica que demanda baixo
investimento (Passarelli et al., 2020). Por outro lado, o sistema CASA, introduzido na década
de 1980 e aperfeicoado ao longo dos anos, proporciona resultados mais precisos e objetivos,
permitindo a avaliagdo de parametros cinematicos especificos e a identificacdo de
subpopulaces espermaticas, além de outros tipos de avaliacdo das células espermaticas
(Amann e Katz, 2004; Boe-Hansen; Satake, 2019; Estrada et al., 2017; Yeste et al., 2018).

A correlacdo entre motilidade espermatica e fertilidade é um campo extensivamente
explorado dentro da suinocultura. Embora a motilidade no ejaculado explique apenas uma
fracdo da variacdo observada na fertilidade, cerca de 4% (Broekhuijse et al., 2011), a
motilidade do sémen diluido e armazenado por até sete dias exerce uma influéncia mais direta
sobre 0 tamanho da leitegada (Juonala’ et al., 1998), assim, a analise em doses inseminantes
diluidas pode auxiliar na selecdo de machos mais férteis (Lucca et al., 2021). Outros fatores
como temperatura de diluicdo (Schulze et al., 2013), temperatura de armazenamento
(Althouse et al., 1998) e a homogeneizacdo periddica das doses durante o armazenamento

(Schulze; Rudiger; Waberski, 2015) também podem afetar a motilidade espermatica.

2.1.2 Teste de termorresisténcia

A fertilizacdo € um processo complexo e que envolve uma série de eventos, e ao longo
dos anos, tem-se observado avangos significativos no desenvolvimento de tecnologias para
avaliar a funcionalidade dos espermatozoides e a fertilidade in vitro (Gadea, 2005). Nesse
contexto, o teste de termorresisténcia (TTR) se estabelece como uma ferramenta fundamental
na analise da capacidade de resisténcia dos espermatozoides no trato reprodutivo da fémea.
Este teste submete os espermatozoides a condi¢bes que simulam a temperatura corporal
interna da fémea suina, mantendo-os expostos a 38°C por um periodo prolongado (Tardif et
al., 1999), seguido da avaliacdo de seus parametros espermaticos apds 30 e 300 minutos de
incubacdo (Schulze et al., 2019). Essa ferramenta destaca danos que podem ndo ser
imediatamente evidentes apds a ejaculacdo ou processamento do sémen (Fiser et al., 1991).

Estudos recentes indicam que caracteristicas especificas da cinematica espermatica,
avaliadas ap6s a submissdo ao TTR e analisadas por meio do sistema CASA, tém o potencial

de predizer a fertilidade de reprodutores suinos (Schulze et al., 2019). Esta metodologia ndo
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apenas fornece informacdes relevantes sobre os reprodutores, como também se destaca por ser
um procedimento de facil execucdo, possibilitando a identificacdo e descarte de machos que
ndo resistentes ao TTR. Dessa forma, a implementacdo do TTR, aliada a analise através do
sistema CASA, destaca-se como uma estratégia valiosa na gestdo da qualidade de machos que
disseminardo genes atraves de doses inseminantes e na otimizacdo da eficiéncia reprodutiva

dos plantéis.

2.1.3 Numero de células espermaticas nas doses de sémen

A avaliacdo da concentracdo de espermatozoides € um passo fundamental no processo
de producdo de doses de sémen para IA. A precisdo na determinacdo da concentracdo é
importante para otimizar a taxa de diluicdo e garantir o nimero adequado de espermatozoides
por dose. Diversos métodos sdo empregados para essa finalidade, variando entre as CPS,
como camaras hemocitométricas, espectrofotdmetros, espermiodensimetro de Karras, sistema
CASA (Bortolozzo et al., 2005) e, mais atualmente, Nucleocounter. Com a constante de
reducdo do numero de células espermaéticas usadas atualmente, independente da técnica de IA
empregada, as CPS vém utilizando técnicas precisas para garantir o numero de células
padronizado entre as doses produzidas pela CPS. Nesse sentido, a taxa de diluicdo das doses,
que corresponde a proporcado entre o volume de diluente e o volume de ejaculado (v/v), torna-
se um ponto importante durante o processamento (Schulze e Rudiger, 2014). Apesar do
constante esforco para reduzir o numero de células espermaticas por doses, algumas CPS
aumentam o numero total de espermatozoides das doses e, consequentemente, a concentracao
para compensar problemas morfologicos ou de imotilidade dos espermatozoides (Broekhuijse
et al., 2012; Waberski et al., 2019).

Considerando as varia¢des na concentracdo de espermatozoides e no volume utilizado
em diferentes regides do mundo, observamos uma disparidade significativa. Enquanto
algumas centrais na Europa tém produzido doses para IAC com 1,8 ou até 1,5 bilhdo de
células em ~ 90 mL (18 - 16 x 10° células/mL) (Waberski et al., 2019), as doses utilizadas
para IAIU produzidas na América do Sul apresentam ~ 1,5 bilhdo de células em 50 mL de
volume total (~ 30 x 108 células/mL) (Bortolozzo et al., 2015). E importante destacar que
doses com baixa concentracdo podem ter sua qualidade prejudicada devido a alteracdes
metabodlicas no meio ou a diluicdo de compostos importantes no plasma seminal (Flowers,
1997; Weitze et al. 2011). Quirino et al. (2023) realizaram um estudo avaliando o efeito da

concentracdo de espermatozoides para inseminacgéo artificial intrauterina (IAIU), onde doses
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com diferentes concentragdes variando de 20 a 100 x 10° células/mL em um volume final de
50 mL foram analisadas quanto a qualidade espermatica. Os resultados indicaram que
variacdo na concentracdo de espermatozoides das doses de sémen prejudica a qualidade da
dose, uma vez que doses contendo 30 x 108 células/mL apresentaram maior motilidade em
comparacdo com doses de concentraco inferior (20 x 10° células/mL), uma vez que diluicdes
elevadas podem causar choque osmdtico (Flowers, 1997) ou resultar em uma reducao
proporcional nos componentes protetores do plasma seminal (Weitze et al., 2011). Doses com
concentragdo superior (60 x 10° células/mL), visando compensar ejaculados com baixa
motilidade, por exemplo, tém sua qualidade prejudicada muito provavelmente pela quantidade
insuficiente de substrato energético (Flowers, 1997) ou a uma propor¢do menor de substancias
tampdo, uma vez que a quantidade de &cido latico produzido é proporcional a concentracédo

espermatica (Marcos et al., 1991).

2.1.4 Anélise de pH

Os espermatozoides se destacam como as Unicas células que desempenham suas
funcdes fora do corpo do macho. No ambiente quimico e fisiologicamente instavel do
ejaculado, o potencial hidrogenioénico (pH) € um dos fatores mais criticos que determinam a
qualidade do sémen apo6s diluicdo. Todos os processos biofisioldgicos nas células, que
envolvem enzimas, hormonios e transmissores, sdo dependentes do pH. Ressaltando a
importancia desse pardmetro para a atividade e estabilidade celular (Casey; Grinstein;
Orlowski, 2010). Os espermatozoides sdo particularmente sensiveis as variacfes de pH, e
funcbes como motilidade, viabilidade, capacitacdo e reacdo acrossémica sdo diretamente
influenciadas por esse fator (Zhou et al., 2015).

A regulacdo do pH dos espermatozoides é mediada por meio de trés mecanismos
principais: o influxo de HCOs", que envolve o movimento interno de HCOs', sendo essencial
para a capacitacdo dos espermatozoides (Chen et al., 2009); o canal de prétons sensivel a
voltagem Hvl, que transporta H™ através da membrana e € composto por um dominio de
sensor de voltagem homélogo ao sensor de voltagem de canais catibnicos sensiveis a
voltagem (Takeshita et al., 2014); e através das transferéncia de protons através do trocador
NA*/H* (NHE) (Wang et al., 2007). Esses mecanismos, avaliados por meio de ferramentas
moleculares, farmacologicas e eletrofisiologicas em diversos estudos, sugerem a operacdo
independente desses sistemas nos espermatozoides, cada um sendo regulado por diferentes

mecanismos.
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O pH intracelular dos espermatozoides esta diretamente relacionado ao pH do meio
em que se encontra, participando da regulacdo i6nica ao longo da membrana espermaética
(Gatti et al., 1998). Além disso, o pH regula a abertura dos canais i6nicos de célcio (CatSper)
presentes na cauda dos espermatozoides, diretamente relacionados a processos como
hiperativacdo do espermatozoide, capacitacdo e reacdo acrossdmica (Correia; Michelangeli;
Publicover, 2015; Ellinger, 2016).

Imediatamente apos a ejaculacdo, o sémen suino apresenta um pH aproximado de 7,4
+ 0,2 (Johnson et al., 2000). Alguns autores consideram valores entre 7,3 e 7,9 como normais
(Hafez, 1993; Ax et al., 2016). Valores abaixo ou acima desse intervalo podem comprometer
a motilidade e o metabolismo dos espermatozoides (Johnson et al., 2000). Tanto a
alcalinizacdo quanto a acidificacdo do pH podem ter consequéncias negativas e comprometer
a qualidade das doses produzidas. Durante o processo de coleta, analise, diluicdo e envase das
doses de sémen, o pH pode ser afetado por fatores como contaminacdo bacteriana e atividade
metabolica celular (Goldberg et al., 2017), resultante da producdo de acido latico durante o
metabolismo das bactérias. Quando esse pH é reduzido, tanto o metabolismo quanto a
motilidade dos espermatozoides sdo reduzidos. Seu metabolismo glicolitico (a glicose é o
principal carboidrato) leva a uma reducdo do pH intracelular e, consequentemente, o
metabolismo celular é suprimido (Rigau et al., 1996). Por outro lado, o aumento do pH pode
estar relacionado a perda de CO2 para 0 ambiente e esta diretamente relacionado a quantidade
de ar residual presente no interior das embalagens em que as doses estdo envasadas (Vyt et
al., 2007). O incremento do pH durante o periodo de armazenamento das doses pode estar
correlacionado com a diminuicdo da qualidade ou viabilidade dos espermatozoides. Em
resumo, espermatozoides com alta motilidade inicial aumentam o consumo de energia,
acelerando o metabolismo e a produgéo de COz. Se esse CO2 néo é retido no sémen, ele ndo
contribui para a formacgéo de acido carbonico, resultando em um aumento do pH. Isso pode
levar a um ambiente menos ideal para a preservacdo da viabilidade espermatica, contribuindo
para a fadiga espermatica e a diminuigdo da qualidade dos espermatozoides (Jones; Bavister,
2000).

2.1.5 Integridade de estruturas espermaticas

A morfologia das estruturas dos espermatozoides € um importante indicador da
fertilidade dos reprodutores suinos, sendo essencial na producdo e avaliacdo de doses

inseminantes. O controle rigoroso da qualidade do sémen é fundamental para assegurar o
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sucesso reprodutivo, uma vez que um alto percentual de células espermaticas defeituosas pode
afetar negativamente as taxas de prenhez e o tamanho da leitegada (Tsakmakidis;
Lymberopoulos; Khalifa, 2010). Assim, no controle de qualidade das CPS, tanto os
ejaculados quanto as doses de sémen devem ser avaliados quanto a morfologia espermatica.
Ejaculados e/ou machos podem ser descartados se apresentarem altos indices de defeitos
morfoldgicos.

Em ejaculados de qualidade, sob situacdes ndo patoldgicas, espera-se que no minimo
80% dos espermatozoides sejam normais e que no maximo 20% apresentem defeitos
morfoldgicos (Rodriguez et al., 2013). Defeitos especificos, como na cabeca, acrossoma,
colo, peca intermediaria, gota citoplasmatica e defeitos na cauda, devem ser limitados a no
méaximo 10% (CBRA, 2013). Varia¢des morfoldgicas sdo observadas entre racas e individuos,
e diferentes porcBes do ejaculado podem apresentar caracteristicas distintas em termos de
composicdo e qualidade (Pefia et al., 2005; Saravia et al., 2007). Uma alta propor¢do de
células anormais esta relacionada & menor capacidade de ligacdo ao epitélio do oviduto
(Petrunkina et al., 2001) e ao numero de nascidos vivos (McPherson; Nielsen; Chenoweth,
2014).

As alteracdes espermaticas podem ser classificadas como primarias, secundarias ou
tercirias, dependendo de sua origem (Bonet et al., 2014). AlteracBes primarias sdo
provenientes dos testiculos durante o processo de espermatogénese; alteracdes secundarias
através dos epididimos durante a maturacdo espermatica e, as terciarias, fornecem dados
importantes sobre a manipulacdo do sémen durante a coleta e processamento do ejaculado
para a producéo e armazenamento das doses inseminantes (Bonet et al., 2014). Neste sentido,
a avaliacdo da integridade do acrossoma fornece informacdes do reprodutor, mas também do
processamento e das condicdes de armazenamento das doses (Johnson et al., 2000).
Alteragfes como degeneracdo ou danos ao acrossoma podem comprometer a capacidade
fecundante dos espermatozoides.

Outra estrutura importante ¢ a membrana plasmatica. Os espermatozoides dos suinos,
possuem membrana plasmatica rica em acidos graxos poli-insaturados e com baixo teor de
colesterol, o que os torna particularmente vulneraveis a danos e choque térmico quando
comparados com espermatozoides de outras espécies (Casas; Flores, 2013). Durante o
armazenamento, as doses inseminantes podem sofrer alteracdes na organizacao de lipidios e
proteinas decorrentes do aumento da permeabilidade a marcadores (corantes) e liberacdo de

substancias intracelulares, afetando a permeabilidade da membrana (Johnson et al., 2000). A
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perda de carga liquida pode indicar um processo de envelhecimento da célula espermatica
causado por peroxidacdo lipidica devido ao dano das fases lipidicas da membrana. Esses
processos sao regulados pela agdo protetora dos antioxidantes seminais superoxido dismutase
e glutationa peroxidase (Johnson et al., 2000). A preservagdo da integridade da membrana
plasmatica é essencial para a funcdo espermatica e serve como um indicador preditivo da
fertilidade (Yeste et al., 2010).

2.1.6 Apoptose celular

A apoptose celular, um processo natural de morte celular programada, manifesta-se
em todos os tecidos do organismo, inclusive nas células espermaticas, desempenhando um
papel na manutencdo da homeostase celular e na eliminacdo de células danificadas ou
disfuncionais. Este fendmeno bioldgico, regulado por uma complexa rede de sinais
intracelulares, pode ser desencadeado tanto por mecanismos fisioldgicos intrinsecos, quanto
por fatores externos adversos, influenciando de maneira significativa a qualidade e a
fertilidade dos machos reprodutores (Kerr; Wyllie; Curriet, 1972; Wyllie, 1980).

Embora a apoptose remova células espermaticas defeituosas, sua desregulacdo,
induzida, por exemplo, por estresse oxidativo e condi¢bes ambientais adversas pode
comprometer a integridade e a funcionalidade do espermatozoide. Essa desregulacdo pode
afetar negativamente a qualidade da dose inseminante e, consequentemente, 0 sucesso da
inseminacdo artificial.

Diversos estudos tém demonstrado a relevancia da deteccdo de alteracdes apoptoticas
em espermatozoides como critério para avaliagdo da qualidade seminal de machos
reprodutores (Chen et al., 2006). Fenémenos apoptoéticos, inclusive em espermatozoides ja
maduros, como a translocacdo da fosfatidilserina (Pefia et al., 2005), tém sido observados e
correlacionados com a infertilidade. De fato, sémen oriundo de machos inférteis
frequentemente, mas ndo invariavelmente, apresenta uma alta proporcdo de espermatozoides
exibindo sinais tipicos de apoptose, incluindo danos morfoldgicos, fragmentacdo do DNA
nuclear e perda da distribuicdo assimétrica de fosfatidilserina na membrana plasmatica
(Barroso; Morshedi, 2000). Ademais, a expressdo de proteinas pro-apoptéticas e a
fragmentacdo do DNA espermatico tém sido associadas a comprometimentos na motilidade
dos espermatozoides, na capacidade de fertilizacdo e no desenvolvimento embrionario
subsequente (Aitken, 2017; Sakkas et al., 2000).
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2.1.7 Potencial mitocondrial

Estudos recentes em fisiologia espermatica tém destacado a importancia das
mitocdndrias, estruturas celulares vitais responséveis pela geracdo de energia e consideradas
biomarcadores significativos para avaliar a satde e a fertilidade dos espermatozoides (Darr et
al., 2016; Losano et al., 2017). Localizadas na peca intermediaria do espermatozoide, as
mitocéndrias fornecem energia diretamente ao flagelo, essencial para a movimentacdo do
espermatozoide (Ribeiro; Guerra, 2008) e regulam fungdes como homeostase de célcio e a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) (Moraes; Meyers, 2018). Além de sua
funcéo bioenergética, as mitocondrias possuem seu proprio genoma, o que abre caminho para
estudos do DNA mitocondrial, visando identificar possiveis causas de disfuncdo espermatica
e contribuir para uma compreensdo mais aprofundada da fertilidade do macho (Malik; Czajka,
2013; May-Panloup et al., 2003).

Ultraestruturalmente, as mitocondrias sdo definidas por duas membranas distintas:
uma membrana mitocondrial externa e outra interna. Essas estruturas sdo vitais para a
producédo de energia através da fosforilacdo oxidativa e para o controle do transporte de ions e
metabdlitos (Nicholls e Ferguson, 2013). A variacdo no potencial de membrana mitocondrial
impacta diretamente a capacidade da célula de atendar as demandas energéticas, tanto na
despolarizacédo, que indica dano mitocondrial, quanto na hiperpolarizagéo, que pode aumentar
a producdo de EROS e causar danos celulares, refletindo diretamente na capacidade da célula
de atender as demandas energéticas (Wolken; Arriaga, 2014).

A motilidade dos espermatozoides, um indicador chave da qualidade espermatica, esta
intrinsecamente ligada a disponibilidade de adenosina trifosfato (ATP) produzido pelas
mitocondrias. Qualquer comprometimento nas fungdes mitocondriais pode resultar em
deficiéncias na producdo de ATP, afetando negativamente a velocidade e a progressdo do
movimento dos espermatozoides (Gravance’ et al., 1999). O potencial de membrana
mitocondrial, portanto, é um indicador vital da capacidade das mitocondrias em sustentar um
gradiente eletroquimico, envolvendo a transferéncia de prétons da matriz mitocondrial para o
espaco intermembranas e gerando energia livre por meio do transporte de elétrons (Angrimani
et al., 2015; Reers; Smith; Chens, 1991).

Para avaliar o status mitocondrial dos espermatozoides, pode-se utilizar sonda
lipofilica como a tetrameti-rodamina etiléster (TMRE). A TMRE se acumula seletivamente

nas mitocondrias com alto potencial de membrana, emitindo fluorescéncia quando excitada.
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Nesse caso, a deteccdo por citometria de fluxo de uma intensidade de fluorescéncia acima de
determinado limiar (acima de 10% indica a presenca de células com alto potencial
mitocondrial. Além disso, 0 consumo de oxigénio mitocondrial emerge como um parametro
central na avaliacdo da funcdo mitocondrial, servindo como um importante ponto de
referéncia bioldgico para o estado mitocondrial dos espermatozoides. Essa abordagem permite
a identificacdo e quantificacdo de espermatozoides com potencial de membrana mitocondrial
adequado, correlacionando-se diretamente com a viabilidade mitocondrial e associando-se ao
potencial de fertilidade (Marchetti et al., 2004).

2.1.8 Producéo de espécies reativas de oxigénio

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) e as defesas antioxidantes intrinsecas do sistema biolégico,
resultando em danos celulares e, por fim, morte celular (Betteridge, 2000 apud Gali¢ et al.,
2022). As EROS, incluindo o anion superoxido (O2), o radical hidroxila (OH) e o perdxido
de hidrogénio (H202), sdo subprodutos naturais do metabolismo celular, sendo
particularmente proeminentes nas mitocondrias durante o processo de producdo de energia
(Guthrie; Welch, 2012).

Nos espermatozoides suinos, as EROS desempenham um papel fundamental em
processos fisiologicos, como a capacitacdo, a reagdo acrossémica e a fertilizacdo, quando
presentes em niveis controlados (Kumaresan et al., 2009). Alteragdes moderadas nos niveis
intracelulares de EROS podem influenciar a atividade de quinases e fosfatases envolvidas na
capacitacdo espermatica, enquanto alteracGes nas ligac6es dissulfeto das proteinas e elevacao
nos niveis intracelulares de EROS podem afetar a descondensacdo dos pronucleos apds a
fertilizacdo (Betarelli et al., 2018).

A membrana plasméatica dos espermatozoides suinos, rica em acidos graxos poli-
insaturados, € particularmente vulneravel ao estresse oxidativo (Zhang et al., 2015). O sistema
antioxidante endogeno dos espermatozoides é limitado, tornando-o0s susceptiveis a danos
irreversiveis na membrana, o que pode resultar em perda de motilidade (Zhu et al., 2019).

Durante a preservacdo do sémen suinos diluido, é essencial controlar o dano oxidativo
aos espermatozoides. Enzimas antioxidantes essenciais, como superoxido dismutase,
glutationa peroxidase, glutationa redutase e catalase, sdo fundamentais para neutralizar as
EROS e proteger os espermatozoides contra o estresse oxidativo. Além das enzimas

antioxidantes, o plasma seminal também desempenha papel vital na defesa contra o estresse
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oxidativo, contendo uma variedade de antioxidantes, incluindo vitamina C, vitamina E,
glutationa e enzimas antioxidantes (Aitken, 1995).

Métodos analiticos in vitro sdo utilizados para determinar alteragdes relacionadas ao
estresse  oxidativo nos espermatozoides. Sondas fluorogénicas, como o 2.7-
diclorohidrofluoresceina diacetato (DCFH2-DA), sdo comumente utilizadas para medir a
producdo intracelular de EROS devido a sua natureza ndo tdxica, facilidade de uso, custo
acessivel e compatibilidade com equipamentos laboratdrios basicos (de Haan et al., 2022;
Kalyanaraman et al., 2012; Wardman, 2007). A fluorescéncia resultante do produto oxidado
(DCF) é medida e utilizada como indicacdo indireta de EROS nos espermatozoides.
Consequentemente, a intensidade da fluorescéncia de DCF é diretamente proporcional a
extensdo do estresse oxidativo intracelular por EROS (Khosravi et al., 2014).

2.2 Tipos de embalagem para envase de doses inseminantes

Para garantir o armazenamento e transporte adequados do sémen diluido da CPS até as
granjas, é necessario que cada dose inseminante seja armazenada em embalagem prépria para
este uso até a realizacdo da inseminacéo artificial. O processo de envase pode ser executado
de forma automatica ou manual, a depender do grau de automacdo da CPS. Os sistemas
automatizados, por sua vez, conferem maior eficiéncia e precisao a operacdo, minimizando o
desperdicio e a manipulacdo excessiva do ejaculado.

Diversos tipos de embalagens estdo disponiveis no mercado, incluindo garrafas
plasticas, tubos e bags, cada um apresentando diferentes formatos e capacidades volumetricas.
Estudos indicam que o tipo de embalagem influencia a taxa de resfriamento das doses, uma
vez que diferentes embalagens podem levar tempos distintos para atingir a temperatura de
conservagdo (Willenburg et al., 2011). Além disso, as embalagens devem atender a requisitos
especificos, como serem atoxicos em relacdo a de capacidade de fertilizacdo dos
espermatozoides, estarem em conformidade com diversas regulamentacdes, passarem por
rigorosos controles de qualidade e, ndo menos importante, possuirem design adequado para
facilitar o resfriamento ap0s envase e operacionalidade no momento do uso. Cabe aos
fabricantes das embalagens a responsabilidade de garantir toda a certificacdo, realizacdo de
testes e comprovacao da inatividade bioldgica, além de assegurar a ndo toxicidade em relacédo
aos espermatozoides.

O sémen proveniente dos machos reprodutores passa por um processo especifico, onde

apos coletado e diluido, sdo envasados, principalmente, em embalagens do tipo bag ou tubo.
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Essas doses podem permanecer armazenadas por periodos que variam entre 24 horas a até 1
semana. Durante esse intervalo, compostos presentes nas embalagens podem migrar para o
sémen, afetando diretamente a funcionalidade dos espermatozoides (Nerin et al., 2014). E
importante ressaltar que as células espermaticas sdo altamente sensiveis a qualquer composto
presente no meio, sendo inclusive utilizadas como biossensores para deteccdo de substancias

toxicas (Andersson et al., 2010).

2.2.1 Embalagens tipo Bag

As embalagens tipo bag (Figura 1) sdo projetadas com multiplas camadas plasticas
para combinar propriedades fisicas especificas para os espermatozoides. Alguns fabricantes
utilizam estrutura de trés a quatro camadas plasticas com pelo menos uma camada adesiva
para manté-las unidas, porém, hoje ja existem embalagens totalmente livre de qualquer tipo de
adesivo, que foram identificados como prejudiciais a viabilidade das células espermaticas. As
camadas adesivas sao separadas do sémen diluido por camadas denominadas “suporte”. Essas
camadas sofrem variacBGes tecnicamente inevitaveis na espessura quando fabricadas e uma
reducdo significativa na espessura dessas camadas pode aumentar o risco de toxinas da
camada adesiva migrarem para a dose inseminante, conforme descrito por Nerin et al. (2014).

Atualmente, as embalagens bag sdo feitas de PET (polietileno tereftalato) e PE
(polietileno), escolhidos por serem livres de contaminantes nocivos, como metais pesados,
plastificantes e substancias potencialmente desreguladora da atividade enddcrina como
Bisfenol A, Ftalatos e Adipatos (Grossfeld; Braun; Esch, 2020). Essas embalagens estéo
disponiveis em volumes que geralmente comportam 60 ou 90 mL de dose inseminante e sdo

projetadas para serem envasadas exclusivamente por maquinas especializadas.
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Figura 1 — Embalagens tipo Bag de diferentes marcas.
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Fontes: https://www.minitube.com/catalog/pt/quicktip-bag-bolsa-para-semen-porcino-p4700/;

https://magapor.com/en/portfolio-items/semenbag-blisters/

2.2.2 Embalagens tipo Tubo

As embalagens tipo tubo representam uma das primeiras tecnologias disponiveis para
armazenar sémen suino diluido (Figura 2). Estes tubos sdo fabricados a partir de polietileno de
baixa densidade (PEBD).

Essas embalagens possuem capacidades para 60 ou 95 mL, e oferecem flexibilidade
para diferentes volumes de doses inseminantes. A variedade de cores disponiveis facilita a
organizacdo e dispensa a necessidade do uso de corantes, que podem auxiliar na divisdo
operacional das atividades das centrais, embora ndo influencie as propriedades do material da
embalagem ou da integridade das amostras de sémen. Além disso, a capacidade de serem
envasadas e seladas tanto manual quanto automaticamente, oferece flexibilidade e

compatibilidade com diversos graus de automacdo (Esch, 2023).
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Figura 2 — Embalagens tipo Tubo de diferentes marcas.

Fontes: https://www.minitube.com/catalog/en/quicktip-boar-semen-tube-95-ml-p1442/;

https://www.ratoai.com/semen-soft-tube-product/

2.3 Transporte de doses inseminantes

A crescente centralizacdo e profissionalizacdo das CPS tém impulsionado a industria
suina a enfrentar desafios logisticos significativos, especialmente no que diz respeito ao
transporte de doses inseminantes. No Brasil, um pais com dimensfes continentais e uma
industria suina robusta, onde as distancias sdo um verdadeiro desafio logistico, o transporte de
doses inseminantes é uma operacdo logistica complexa, com cerca de 58% das doses sendo
transportadas por rodovias em veiculos equipados com sistemas de controle de temperatura,
mantendo-as entre 15-18 °C, e 22,5% em caixas de isopor sem monitoramento de
temperatura, e a distancia percorrida entre as CPS e as granjas pode exceder 600 km,
conforme descrito por Benneman et al. (2020) e que representa um risco potencial a
viabilidade espermatica devido as variagfes ambientais inerentes ao transporte (Schulze et al.,
2018). O transporte de doses inseminantes de suinos as granjas € uma etapa que requer

atencdo a fatores como a variacdo de temperatura e a emissdo de vibragoes, que podem afetar
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a qualidade das doses inseminantes. Flutuacdes maiores que 2-3°C podem diminuir o tempo
de armazenamento e viabilidade espermaética (Paschoal et al., 2021).

O estudo de Schulze et al. (2018) representou um avango significativo na
compreensdo dos efeitos do transporte sobre a qualidade do sémen. O desenvolvimento de um
aplicativo para monitoramento em tempo real das vibragdes durante o transporte permitiu uma
avaliacdo detalhada dos impactos dessas forgas mecanicas nas células espermaticas. O estudo
simulou diferentes condicbes de transporte, comparando doses inseminantes que ndo foram
submetidas a vibrages com aquelas que foram agitadas em um agitador orbital a 100 RPM e
300 RPM, representando condi¢bes de transporte com impacto variavel, onde 300 RPM
corresponde ao transporte em estrada de ch&o batido. A pesquisa revelou que vibragoes
intensas, que simulam condicdes adversas de rodovias, podem comprometer a motilidade
espermatica, o potencial mitocondrial e a integridade de acrossoma e de membrana
plasmatica. Além disso, essas doses também apresentaram uma reducdo na resisténcia ao
TTR, fatores essenciais para a fertilizagdo bem-sucedida. A pesquisa de Schulze et al. (2018)
destacou a necessidade de minimizar as vibragdes durante o transporte para preservar a
qualidade das doses inseminantes.

Complementando essas descobertas, Tamanini et al. (2022) expandiram a pesquisa
sobre o transporte de doses inseminantes ao investigarem o impacto da duragdo do transporte
sobre a qualidade espermatica. O estudo testou diferentes periodos de agitacéo, variando de 0
a 12 horas a uma taxa de 70 RPM, para simular o efeito do transporte. Os resultados
indicaram que periodos prolongados de agitacdo, comuns em viagens longas, podem afetar
adversamente as motilidades e a funcionalidade mitocondrial das células esperméticas. O pH
aumentou de maneira quadratica nos diluentes de curta e longa duracdo a medida que o
periodo de simulacdo de transporte se estendia, sugerindo que a duracao do transporte € um
fator critico que necessita de atengdo e controle rigoroso.

Mais recentemente, a pesquisa conduzida por Hafemeister et al. (2023) expandiram
ainda mais o entendimento dos efeitos do transporte, correlacionando a intensidade da
vibracdo e a duracdo do transporte com a qualidade espermatica. Ao analisar 546 doses de 39
reprodutores suinos, os autores observaram uma deterioragdo proporcional nos parametros
espermaticos em funcdo da intensidade e duracdo do transporte, com efeitos mais
pronunciados apds quatro dias de armazenamento. A interacdo entre a vibracdo e a duracao do
transporte foi estatisticamente significativa, concluindo que tanto a intensidade quanto a

duracédo das vibragOes durante o transporte podem impactar negativamente a qualidade do
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sémen suino, afetando a motilidade, a motilidade no TTR, o potencial mitocondrial e a
integridade de membrana plasmatica.

Esses estudos coletivamente destacam a necessidade critica de sistemas de
monitoramento robustos durante o transporte de doses inseminantes. A implementacdo de
medidas preventivas, como o0 aprimoramento de embalagens para atenuar o estresse mecanico,
0 uso de veiculos especializados com sistemas que controlem as emissdes de vibragdo e
temperatura, e a otimizacdo de rotas para reduzir o tempo de transito, sdo estratégias que
podem preservar a integridade das células espermaticas. No entanto, € importante destacar
que todos os estudos anteriores foram realizados com embalagens tipo Tubo, e que atualmente
ndo ha comparagdes abrangentes disponiveis entre as principais embalagens utilizadas para
envase de sémen submetidas ao transporte, 0 que representa uma lacuna importante nessa
linha de pesquisa.

A pesquisa continua e o desenvolvimento de novas tecnologias de monitoramento sao
essenciais para assegurar que as doses inseminantes mantenham sua qualidade 6tima até o
momento da inseminacdo. A integragdo de dados de monitoramento em tempo real com
sistemas de gestdo logistica pode facilitar a tomada de decisdes e a implementacdo de
melhorias continuas nos processos de transporte. A indudstria suina, portanto, esta diante de
uma oportunidade de aprimorar suas praticas logisticas, garantindo que a genética de alto
valor seja efetivamente disseminada por meio de doses inseminantes de alta qualidade,
maximizando o potencial reprodutivo e promovendo um futuro mais produtivo e rentavel para

0 setor.
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3 OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto do tempo de agitacdo de doses de sémen
de suinos armazenadas em embalagens do tipo Bag ou Tubo na qualidade dos parametros

espermaticos durante o armazenamento.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Ao investigarmos os desafios enfrentados no transporte de doses de sémen suino, em
um contexto de centralizacdo das CPS, nosso objetivo foi elucidar o comportamento das
células espermaéticas envasadas nos dois principais tipos de embalagens mais utilizadas, a Bag
e 0 Tubo quando submetidas a diferentes periodos de vibracao decorrentes do transporte entre
as CPS e granjas. Nas condi¢cbes analisadas, os resultados obtidos confirmaram que a
integridade e motilidade dos espermatozoides sao influenciados por multiplos fatores,
incluindo o tipo de embalagem, tempo de agitagédo ao qual foram submetidos e duracdo do
armazenamento. Doses envasadas em embalagens tipo Tubo apresentaram melhor qualidade
espermatica em relacdo a embalagem tipo Bag, especialmente quando submetidas a periodos
prolongados de agitacdo. No entanto, observamos que o tempo de agitacdo exerce um efeito
prejudicial na motilidade espermatica, integridade celular, atividade mitocondrial e producédo
de espécies reativas ao oxigénio. Diante disso, ressaltamos a importancia de medidas
cautelosas durante o transporte das doses inseminantes, principalmente quando envasadas em
Bags, sugerindo a possibilidade de desenvolvimento de novos dispositivos para minimizar os
efeitos adversos do transporte. Como perspectiva para futuras pesquisas, investigagdes mais
aprofundadas sobre os mecanismos envolvidos nos danos causados pela vibracdo durante o
transporte, como a fluidodinamica e capacidade de absorcdo de impactos devem ser

desenvolvidas.
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