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CAMINHOS DA BIOTECNOLOGIA
NA REPRODUCAO EM SUINOS

Artigo descreve algumas das biotecnologias que estdo sendo aprimoradas e podem abrir
novas possibilidades para a reprodugao na espécie suina.

Por_Andressa Pereira de Souza', Zigomar da Silva®, Bruna Ferrarl Vieira Supert?, Marana Groke Marques’

a suinocultura atual pode-se encontrar
diversos cenarios para a utilizacdo das
biotecnologias da reproducgao. Enquan-
to ainda temos granjas que apresentam
problemas de detecgéo de cio e acondicionamento de

sémen, também encontramos granjas altamente tecni-
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Reproducao/lmagem meramente ilustrativa

ficadas, que absorveram rapidamente as tecnologias
da reprodugdo a pouco desenvolvidas para a espécie
suina. Assim, as constantes pesquisas em biotecnolo-
gias, tanto para compreendé-las melhor, levando ao seu
aprimoramento para a utilizagdo destas pelo produtor,

quanto para o desenvolvimento de novas, sao bastante



relevantes. MNeste arligo, iremos descrever algumas
das biotecnologias gue estao sendo aprimoradas, po-
dendo abrir novas possibilidades para a reprodugéo

na espécie suina,

SINCRONIZACAO DO CICLO ESTRAL
Com varios tipos de protocolos, que permitem sincro-
nizar até o momento da ovulagao, pode proporcionar
ainseminacao em “tempo fixo”, ou seja, em momenio
pré-definido, sem a necessidade de detecgéo de cio.
Esta & uma biotecnologia promisgsora, principalmente
no cenario em que vivemos hoje de mao de obra re-
duzida e com alto custo.

A utilizagdo da inseminagéo arfificial em tempo fixo
(IATE) em suinos visa minimizar os erros associados
com a detecgdo de cio, reduzindo a variagao entre
o cio e o intervalo de ovulagdo, além da possivel di-
minuigdo do nimero de doses de sémen por fémea,
diminuindo os custos de produgao, apasar do custo
dog horménios. Esta técnica, mesmo sendo promis-
sora, ainda gera alguns recelos para sua ulilizacao,
sendo entre estes, possivels alteragbes no sistema
reprodutor feminino que poderiam ser causadas pela
estimulagdo com horménios exdgenos,

Em estudos recentes, realizados pelo nosso grupo
de pesquisa, cbservou-se gque a utilizagdo tanto do
eCGC (gonadotrofina coridnica equina), que promove
a estimulagéo do desenvolvimento folicular, quanto a
sua combinacio com GnRH (horménio liberador de
gonadotrofinas) como indutor de ovulacdo, nao alte-
ram & expressao de genes relacionados com a for-
magao do corpo liteo e produgdo de progesterona.
Além disso, o uso destes horménios nao alteraram a
expressac de importantes receptores hormonais rela-
cionados com o desenvolvimente uterino (dados nao
publicados), apresentando assim mais informacoes
que corroboram para a ufilizacdo com seguranca
desta biotecnclogia.

Amelhoria do conlrole do ciclo estral com horménios
exdgenos também awdlia na utilizagdo de outras fer-
ramentas como a utilizagdo do sémen criopreserva-
do, 0 que viabiliza a importacio de sémen de ouiros
paises, apolando o desenvolvimento de programas

nacionais de melhoramento genético,

CONGELAMENTO DE SEMEN

Diferengas estruturais da bicamada lipidica e altera-
¢des semelhantes as ocorndas no espermaltozoide no
momento da capacitagdo, denominada de "criccapa-
citacdon”, ajudam a explicar a alta sensibilidade do es-
permatozoide suino ao processo de criopreservagio
(BAILEY, BILODEAU e CORMIER, 2000). Esses fatores
corroboram para um curto periodo de wiabilidade es-
permatica no trato genital feminino quando comparado
com o sémen resfriado, no qual se estima que este pe-
riodo seja de 24 horas. Assim, para que se obtenham
melhores resultados de fecundagéo, a inseminagédo das
fémeas com sémen congelado deve ser realizada no
momento mais préximo possivel da ovulagao.

Desta forma, foi proposto um estudo visando a melho-
ria dos resultados com sémen congelado assoclando
este com a sincronizagdo do ciclo estral. Foram com-
parados dois protocolos de sincronizagaoc & um grupo
controle (fémeas que ndo receberam nenhum tipo de
aplicagdao hormonal). No protocolo 1, as fémeas que
tiveram o desenvolvimento folicular estimulado pela
aplicagéo de 600 Ul de eCG no momento do desma-
me e a indugéo da ovulagdo pela aplicagdo de 50 ug
de GnRH 80 horas apds a aplicagéo da eCC. No pro-
tocolo 2, as fémeas que tiveram o desenvolvimento
folicular estimulado pela aplicacéao de 800 Ul de eCG
no momento do desmame e a indugdo da ovulacdo
pela aplicacédo de 50 ug de GnRH 86 horas apods a
aplicagao da eCG. No grupo controle, as insemina-
goes foram realizadas 24 horas apds o inicio do ¢io
e nas fémeas dos protocolos 1 e 2 foram realizadas
36 horas apds a aplicacdo do indutor da ovulagao.
Foi utilizado o método da inseminagao artificial pos-
cervical com dose inseminante media de 1,5 bilhdo
de espermatozolides méveis pds-descongelamento.
Como demostrado no grafico 1, o protocolo 1 apre-
sentou resultados bastante positivos, mostrando gue
61,18% das fémeas ndo retornaram ao clo apos 28
dias da 1A, sendo mais eficiente que o grupo que nao
recebeu horménios exdgenaos (controle - 30,76%) e
gue grupo que recebeu o protocole 2 (38,57%) (da-
dos nao publicados). Desta forma, abre-se uma nova
perspectiva para a utilizagido de sémen congelado,

com resultados bastante amimadores.
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GRARCO 0. INDICES DE NAO RETORNO AC CIO DE FEMEAS SUBMETIDAS A DIFERENTES PROTOCOLOS
DE IATF E INSEMINADAS COM DOSE UNICA DE SEMEN CONGELADO
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A\/ALIA@AO SEMINAL POR CITOMETRIA
DEFLUXO

O desenvolvimento de tecno]ogiaié'-'dé avaliagdo
seminal que aumentem a acurdcia da predicao da
fertilidade da dose inseminante pode acarretar na
redugdo do nimero de espermatozoides utilizados
por dose, fato este que produziria um forte impac-
to econdmico. Alguns dos testes para avaliagao es-
permatica utilizados em cenfrais de producdo de
sémen de suinos consistem basicamente da anélise
subjetiva da motilidade, concentragdo e morfologia.
O desenvolvimento de ferramentas que colaborem
para novas formas de avaliagdo dos componentes
das células espermaticas pode auxiliar no aumento
da predicao da fertilidade.

A Citometria de Fluxo € uma técnica utilizada para
contagem, classificacdo e andlise de particulas mi-
croscépicas gque Se encontram SUSpPEensas em um
meio aquoso e em fluxo. E uma forma de analise
citoldgica que se beneficia por equipamentos mo-
dernos que tém seu funcicnamento através de laser,
interceptando cada particula. A dispersédo da luz for-
nece dados relativos ac tamanho e & granularidade
da particula o que permite maior precisdo nos re-
sultados, em um curto espago de tempo, avaliando
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grande niimero de células com alta sensibilidade e
especificidade.

Para que og varios compartimentos das células es-
permaticas possam ser avaliados, esse aparelho
requer o uso de sondas fluorescentes. Daremos, a
seguir, exemplos de sondas a serem utilizadas para
marcacao dos principais compartimentos da célula
espermatica.

A sonda fluorescente FITC - PSA (FITC - Pisum sa-
tivum agiutinina) avalia integridade do acrossoma.
Esta reage com a-manose & a-galactose da matriz
acrossomal corando em verde amarelado fluores-
cente os espermatozoides lesados, enquanto que os
com acrossoma integros nao sio corados (NETO;
DODE, 2010). Em uma lamina marcada e avaliada
em microscépio de fluorescéncia, normalmente se
faz a avaliagdo de 200 células espermaticas. Na fi-
gura 2 temos trés plots de citometria de fluxo, mos-
frando espermatozoides marcados para a mesma
sonda, Neste caso, em menos de um minuto & feita
a avaliagao de aproximadamente 10.000 células, au-
mentando assim a precisao da avalicdo.

O JC-1 (5,568 tetracloro-1,1',3,3'tetraetilbenzimi-
dazolilcarbonianina iodeto), sonda que avalia ativi-
dade mitocondrial, depende de um gradiente eletro-



J

FIGURA 01, AVALIACAD DE ESPERMATOZOIDES SUINOS ATRAVES DE CITOMETRIA DE FLUXO, (&) AREA DEMARCADA
CORRESPONDE A SELEGAQ DA POPULACAD DE ESPERMATOZODES. (B) ESPERMATOZOIDES SEM MARCAGAD FLUO-
RESCENTE OU "BRANCO", UTILIZADO PARA PADRONZACAC DE AUTO FLUORESCENCIA DE CADA AMOSTRA. (C) Espe-
RMATOZOIDE INCUBADOS oM FITC-PSA. O auanranTe LL BEPRESENTA OS ESPERMATOZODES QUE NAQ EMITI-
3R0S. NO QUADRANTE LR, ESPERMATOZOIDES QUE TIVERAM

RAM FLUORESCENGIA, SENDO CONSIDERADOS INTE
MARCACAD FLUORESCENTE E SAC CONSIDERADOS COM ACROSSOMA LESADO
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quimico altamente negativo na membrana mitocondrial ~ FECUNDACAO IN VITRO

para penetrar na organela e emitir fluorescéncia verde
ou vermelha de acordo com a concenfragio Interna
final. Cor vermelha caracteriza mitocéndna funcional,
enguanto que concentragdes baixas ou mitocdndrias
afuncionais apresentam-se na coloragao verde.

A sonda PI (do inglés, propidium iodide) é utilizada
para avaliar a integridade da membrana plasmatica.
Quando integra, a membrana plasmatica de esper-
malozoides & impermeavel ao Pl e o espermatozoide
nao fica marcado, porém quando esta é lesionada, o
PI consegue penetrar na célula, corando o nicleo em
vermelho,

A sonda Laranja de Acridina permite avaliar a infegri-
dade do DNA espermatico, quando o DNA é dupla-fita
(normal) este & marcado em verde por esta sonda e a
marcacdo em vermelho-alaranjado & chservado para
DNA desnaturado ou fita simples.

Quando os espermatozoides lesados estdo em maior
numero consequentemente os machos serfo menos
férteis, j& que as estruturas danificadas tém papel
fundamental na fusédo e penetragdo com o dvulo. Por
exemplo, estudos j& demostraram que a avaliagao por
citometria de fluxo dos danos no DNA em amostras de
sémen suino armazenado € um fator 0til para avaliar o
sémen, como um indicador para o tamanho da leitega-
da e taxa de parto (BROEKHUIJSE et al., 2018).

Amplamente aplicada na bovinocullura, mas ainda em
fase de pesqui‘sa e desenvolvimento na suinocultura,
tem-se a técnica de produgdo de embrides in vitro
(PIV). Alem de ser uma possivel ferramenta para ava-
liagdo de fertilidade em machos, a produgao de em-
brides in vitro em suinos vem se desenvolvendo com o
intuito de produzir embrides. No entanto, a produgéo
ainda é considerada abaixo do ideal, sendo os indices
de embrides que atingem o estagio de blastocisto séo
em média de 20% a 30%. Neste aspecto a espécie sui-
na apresenta dois problemas que precisam ser resolvi-
dos: os altos indices de polispermia e menores indices
e qualidade dos blastocistos produzidos in vitro, quan-
do comparadas aos in vive.

A producao i vitro de embrides consiste basicamente
de trés etapas realizadas sob condigdes controladas:
maturacdo in vitro (MIV), a qual compreende os com-
plexos mecanismo de maturagdo oocitaria; fertilizacio
invitro (FIV), que envolve a capacitagio espermatica e
penetragdo do espermatozoide no o6cito maturado; e
cultivo in vitro (CIV) do presumivel zigoto.

Na espécie suina existem varias aplicages para a PIV,
dentre as quais pode-se citar: incremento no progresso
genetico pelo melhoramento do potencial dos gametas
femininos, ou do melhor uso dos reprodutores; a pro-

ducao de embrides de alto valor genético pela fecun-
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dagédo com espermatozoides sexados ou congelados;
a produgao de embrides em estadglos determinados
para a transferéncia e congelamento, o estabeleci-
mento de bancos de genes (congelamento de game-
tas femininos e masculinos) e a redugao do nimero
de animais utilizados para experimentos (VISSCHER
efal., 2000).

Outra possibilidade de aplicagio desta técnica é tes-
tar previamente a capacidade fecundante do sémen
de cachagos a serem utilizados na [A. A fecundagao
in vitro é o método que melhor mimeliza as interagdes
que ocorrem entre os gametas masculino e feminino
in vivo e poderia ser considerado como o teste mals
informative para avaliar o potencial fecundante dos
espermatozoides in vivo. Indices de penetracdo de
odcitos, nimero de espermatozoides aderidos por 06-
citos, indices de formacgdo do proniclec masculino e
o potencial de producao de embrides em in vifro, sao
alguns dos pardmetros da FIV que estao correlaciona-
dos com a fertilidade in vive dos suinos (FOXCROFT
etal., 2008).

Desta forma a produgéo
in vitro de embrides su-
inos pode ser uma fer-
ramenta adicional para
selecionar reprodutores
em centrais de insemi-
nagio, uma vez que o0s
métodos tradicionais de
avaliagdo seminal néo
oferecem esta informa-
gao de forma direta.
Além das vantagens eco-
ndmicas, a produgéo in
vitro de embrides em sui-

nos, permile o aprimora-

mento dos conhecimen-

tos em fisiologia da maturacdo oocitaria, fecundacao
e cultivo embrionario, servindo como suporte para o
avango das biotécnicas da reprodugao como a insemi-
nagéao artificial, transferéncia de embrides, sincroniza-

¢ao do ciclo estral, transferéncia nuclear e transgenia.

TRANSGENIA NA SUINOCULTURA
A transgenia permite a alteragao de genes de interes-

se no genoma animal, que podera resultar em iname-
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A transgenia permite a altera-
cdo de genes de interesse no
genoma animal, que podera
resultar em inimeras aplica-
coées que envolvem desde a
pesquisa bdsica @ producdo
agropecuaria, conhecimentos
que podem ser traduzidos

em qualidade de vida

ras aplicagoes gue envolvem desde a pesquisa basica

& produgdo agropecudria, conhecimentos que podem
ser traduzidos em qualidade de vida. Nesse contexto,
a espécie suina se destaca como forte candidata a
tecnologia transgénica, uma vez que oS suinos cres-
cem rapidamente, atingindo sua maturidade em um
curto espago de tempo e
sao altamente prolificos
(RUMPF, MELO, 2005).
No setor produtivo, a tec-
nologia transgénica pode
ser uma grande aliada da
suinocultura, atendendo
a programas de melho-
ramento genético com
répida multiplicacéo de
animais com caracteristi-
cas desejaveis, diminuin-
do o impacto amhiental,
aumentando resisténcia
a doencas e tornando-o0s
mais saudaveis.

Além do interesse zootécnico pela espécie, ha um
crescente interesse na pesquisa biomédica, pelo fato
de haver grande similaridade do tamanho, fisiclogia e
metabolismo dos érgaos, bem como na sequéncia de
genes, com o ser humano, Modificagbes direcionadas
no genoma do suino podem possibilitar que estes ani-
mais produzam tecidos ou proteinas de interesse mé-
dico e ainda sejam modelos animais para estudo de

doengas humanas.



FIGURA 02, A PLACA COM MICROGOTAS BARA CULTIVO DE EMBRIOES SUINOS N ViTHo, B)
INCUBADORA PARA CULTWVO DE EMBRICES, O) EMBRAD SUNO PRODUZIDO INMVITRO. B) En-
BRIAOD SUND MARCADO COM SONDA FLUORESCENTE HOECHST 33342, OS BLASTOMERCS

CONCLUSOES
Foram descritas aqui
algumas das biotec-

ESTAC MARCADOS EM AZUL

nologias da reprodu-

cdo aplicadas e que

Porém a transgenia esta avangando a passos curtos,
a microinjecaoc, a mais comum das metodologias, pro-
duz aproximadamente 0,5% de suinos transgénicos
(NAGASHIMA et al., 2003). As atividades de pesquisa
nesta area estdo no inicio e o caminho a percorrer €
longo e trabalhoso e o sucesso da técnica dependera
da superagdoc das barreiras técnicas. Alem disso, exis-
tem as guestdes de seguranga para a populacdo de
proteinas e animais possivelmente produzidos. Todos
os produios t&ém que atender as questdes éticas e mo-
rais, bem-estar animal, baixo risco alimentar, sanitario
e ambiental, além de seguirem toda a regulamentacao
governamental e principalmente educacgiac publica,
sendo primordial o desenvolvimento de pesguisas
para definir todas essas questoes, a fim de assegurar

sua aplicagao futura.

poderdo ser usadas
para Implementacao
da produgac animal.
Varias destas biotec-
nologias da reprodu-
¢Ao ja estdo disponi-
vels para utilizagdo
a campo. Outras séo
perspectivas  para
o futuro e possiveis
aplicacbes da espe-

cie suina em outras

dreas, como no de-
senvelvimento de
produtos para salde
humana. Cabe ao
médico  veterinario,
conjuntamente  com
o produtor, avaliar
qual a melhor a ser
utilizada em cada si-
tuagdo levando em
consideragdo princi-
palmente a situacgéo
da granja e possiveis
custos e beneficios, tendo sempre em mente que boas
condigdes samtarias, de manejo e de alimentagao sao
pré-requisitos para a aplicagéo de qualquer destas bio-

tecnologias. @
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