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Nos ultimos anos, tem-se observado um notério aumento no interesse por parte dos
criadores de cdes em incrementar a eficiéncia reprodutiva de seus animais. Com base nisto, a
criopreservacao do sémen aliada a inseminacao artificial tem se tornado partes integrantes dos
programas de reproducdo assistida e tem sua aplicacdo em varias circunstancias (Kim et al.,
2010).

A inseminacdo artificial (1A) consiste em, apds a obtengéo do sémen, deposita-lo no trato
genital da fémea a ser inseminada. Essa técnica pode ser utilizada como um meio alternativo
quando da impossibilidade de realizacdo de monta natural, devido a problemas anatémicos,
comportamentais e sanitarios, ou ainda, quando da utilizagdo de sémen refrigerado ou conge-
lado. Sendo de principal relevancia este Ultimo, que possibilita a manutencdo da capacidade
fecundante em animais de alto interesse zootécnico por um espaco indeterminado de tempo,
além de resguardar tais animais do estresse causado pelo seu transporte para fins de
acasalamento (Guérin, 1998).

A utilizacdo da técnica da criopreservagdo seminal associada a inseminagao artificial é de
fundamental importancia para a difusdo do material genético de cdes. Como consequéncia, 0 uso
de sémen canino criopreservado abriu diversas fronteiras para a criacdo de ces, permitindo a
troca de material genético de alto valor zootécnico entre localidades distantes e o
armazenamento desse material por periodos indefinidos (Silva, 2005).

O presente trabalho apresenta uma revisdo cientifica abordando diversos aspectos
relacionados a criopreservagéo do sémen canino, principalmente atentando ao que hé de recente
nas pesquisas relacionadas a este tema.
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MEIOSDILUIDORES Apesar da grande diversidade de diluentes, a maioria dos
grupos de pesquisa ainda tem utilizado, principalmente, o
diluente & base de Tris para a congelagdo de sémen canino, pois o
mesmo mostra-se superior a outros diluentes (Farstad, 1996;
Silva et al., 2000). O Tris (Tris-hidroximetil-aminometano -
H2NC(CH20OH)3) ndo apenas apresenta atividade tamponante,

mas também atua na reducdo do metabolismo da frutose pela

Ap6s coletado, geralmente pela técnica de manipulagéo digital, 0
sémen canino apropriadamente diluido pode ser refrigerado e
armazenado em curto prazo, ou congelado por tempo
indeterminado, permanecendo potencialmente fecundante quando
reaquecido e utilizado em uma IA. Dentre as caracteristicas que

marcam um bom meio diluidor, destacam-se a presenca de nutrientes
em sua constituicdo, atividade tamponante, protecdo das células
contra o choque térmico oriundo do processo de resfriamento, e
presenca de substancias crioprotetoras (Concannon e Battista, 1989).
Ao longo dos anos, diferentes meios foram utilizados para a diluicédo
do sémen de cées, como o tampado tris (Silva, 2005), os diluidores a
base de agua de coco (Cardoso et al., 2005), e o leite desnatado
glicosado (Abe et al, 2008). Além destes, muitas empresas
desenvolvem seus préprios diluidores comerciais, como o Biladyl® e
0 Triladyl® (Minitub do Brasil LTDA, Porto Alegre, Brasil), o
Biociphos® (IMV Technologies France, L'Aigle, France), o
Kenney® (Hamilton Research, South Hamilton, MA, USA), e os
sistemas de diluicdo do Cryogenic Lab of New England (CLONE
Bucks, Doylestone, PA, USA).

célula espermatica, contribuindo assim para a preservacéo de sua
energia (Rodrigues, 1997). Para seu preparo, usualmente, realiza-
se aadicdo de uma hexose (C6H1206), como uma fonte exdgena
de substrato energético para o espermatozéide (England;
Plummer,1993). Rigau et al. (2001) demonstraram que a frutose e
aglicose atuam em mecanismos diferentes na célula espermatica,
sendo que a frutose lhe confere uma motilidade mais rapida e
linear. Posteriormente, os mesmos autores (Rigau et al., 2002)
demonstraram que a frutose parece ser mais sensivel a atividade
da enzima hexoquinase, apresentando assim um efeito mais
significativo sobre o metabolismo da célula espermatica, quando
comparada a glicose. Além da hexose, costuma-se adicionar
também ao Tris o &cido citrico, o qual, provavelmente, tem
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atuacdo na preservacdo do pH do diluente, apresenta efeito anti-
oxidante, e participa do mecanismo de respiragdo celular (Silva,
2005).

E digno de nota que desde o final do século XX tem sido estudado

um diluente & base de 4gua de coco para a preservacdo do sémen de
diferentes espécies animais (Nunes et al., 2005). A 4gua de coco é uma
solucdo esteril, ligeiramente &cida, contendo proteinas, sais, aglcares,
vitaminas, fatores de crescimento (fito-hormonios) e tracos de
fosfolipidios. Em adigdo a sua rica composi¢ao, a agua de cOco possuli
arginina, lisina e altas concentracdes de Na e K, 0s quais sao
importantes fatores para a supressdo reversivel da motilidade e
longevidade espermatica (Almeida et al., 2002). Além disso, ja foi
demonstrado que o 4cido 3-indol-acético (AlA), um fitormonio
presente na agua de coco, contribui para sua eficiéncia na preservacéo
espermatica (Toniollietal., 1996).
Os primeiros estudos que adaptaram o diluente & base de agua de
COCO para a espécie canina iniciaram-se utilizando uma solugéo in
natura (Cardoso et al., 2000), porém, na atualidade, para a
padronizacdo das caracteristicas do meio, foi desenvolvido um
processo para a produgdo da agua de coco na forma de p6 (ACP®).
Atualmente, o ACP tem mostrado grande eficiéncia na preservagao
do sémen de cées, seja por resfriamento a 5 °C (Uchoa et al., 2004;
Uchoa et al., 2007) ou por congelacéo a -196 °C (Cardoso et al., 2007,
Mota-Filho et al., 2011). Ainda, este diluente destaca-se por ser o
Unico que promove um favorecimento ao nascimento de filhotes do
sexo feminino, quando utilizado em inseminagdes artificiais (Uchoa
etal., 2012).

CRIOPROTETORES

O processo de criopreservacdo promove danos na capacidade
funcional dos espermatozoides causados pelo choque térmico, o que
leva a uma diminuicdo da fertilidade. Dessa forma, buscando-se
reduzir as crioinjurias, varias substancias denominadas de
crioprotetores tém sido testadas.

Dentre os crioprotetores, a gema de ovo de galinha tem sido
comumente utilizada. Acredita-se que sua acdo protetora deva-se a
presenca de uma lipoproteina chamada fosfatidilcolina, que interage
com a estrutura lipidica da membrana plasmética das células
espermaticas e propicia a protecdo durante o choque térmico
(Bouchard et al., 1990). Segundo Foulkes (1977), a gema de ovo
previne também a liberacdo da enzima hialuronidase pelo
espermatozoide. Para o sémen de cdes, a maioria dos autores tem
utilizado concentragBes de gema em torno de 20% no diluente
(Farstad e Andersen-Berg, 1989; Martins, 2005; Silva, 2005).

Apesar de seus efeitos benéficos, a gema apresenta alguns
inconvenientes, como a possibilidade de transmissdo de doencas
(Silva et al., 2002a). Deste modo, estudos recentes tem demonstrado
ser possivel a purificagdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
permitindo sua utilizagdo em substituicdo a gema de ovo integral para
a criopreservacdo de sémen de cdes (Varela-Junior et al., 2009).
Segundo Bencharif et al (2008), a adicéo de 6% de LDL ao diluente
Tris promove uma melhoria na sobrevivéncia espermatica apos a
congelagdo, quando comparada ao uso da gemade ovo.

Ainda no propoésito de substituir a gema de ovo, outras
substancias de acdo extracelular tém sido incorporadas aos diluentes
para o sémen do cdo, como o leite desnatado (Rota et al., 2001) e a
albumina sérica bovina— BSA (Rodrigues, 1997; Sirivaidiapong et al.,
2000; Santos, 2004). Apesar dos animadores resultados das mesmas, a
gema de ovo ainda permanece como o principal aditivo aos diluentes
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Os detergentes derivados do dodecil sulfato de sédio (SDS),
como o0 Equex STM (Pefia e Linde-Forsberg, 2000) e 0 Orvus ES
(Tsutsui et al., 2000), tem sido adicionados aos meios diluidores
para o sémen de cées no intuito de promover a solubilizacéo das
lipoproteinas da gema de ovo integral e aumentar seu potencial
de protecdo a célula espermatica. Tais detergentes podem
inclusive ser adicionados aos meios contendo apenas LDL
(Benchariff et al., 2012). No entanto, uma exposi¢do prolongada
dos espermatozoides ao SDS poderia ser danosa as células, haja
vista conferir um excesso de fluidez a sua membrana plasmatica.

Em adicdo a gema, cuja acdo é basicamente extracelular,
inUmeras substancias crioprotetoras de acdo intracelular tém sido
adicionadas aos diluentes. Dentre estas, o glicerol (CH3H803)
permanece como o crioprotetor mais empregado na congelacdo
de sémen nas diferentes espécies. Este crioprotetor penetra a
membrana celular através da difusdo passiva, permanecendo
tanto na membrana quanto no citoplasma (Parks e Graham,
1992). Sua concentragdo ideal no meio diluidr deve ser aquelaem
que h& uma predominancia de seus efeitos protetores sobre 0s
efeitos toxicos. Tal concentracdo pode ser influenciada por
outros componentes do meio, pelo padrédo de resfriamento, pelos
métodos de congelacdo e descongelacdo, e pelas caracteristicas
seminais de cada espécie (Watson, 1979). Para cdes, as
concentracdes de glicerol no uso do diluente Tris tem variado
entre 4 e 6% de glicerol (Silvaet al., 2002b). Ja no uso de diluente a
base de agua de coco (Cardoso et al., 2003), tais concentracdes
podem variar entre 4 e 8%.

Haja vista os efeitos toxicos do glicerol, alternativas eficientes e
menos danosas as células espermaticas tem sido estudadas.
Dentre as substancias testadas para os cées, verificou-se que nem
o dimetilsulféxido (Olar et al., 1989) nem a dimetilformamida
(Lopes et al., 2009; Mota-Filho et al., 2011) promovem um
aumento nas taxas de sobrevivéncia espermatica apdés a
descongelacdo. Por outro lado, em um estudo Unico, foi
demonstrada a obtencdo de uma taxa de concepgdo de 42,8%
apo6s inseminacdo artificial com sémen canino criopreservado no
uso de metanol como crioprotetor (Kim et al., 1994). Ainda, a
substituicdo do glicerol pelo etilenoglicol tem sido bastante
controversa, pois alguns autores mostraram que os resultados in
vitro com etilenoglicol sao similares (Soares et al., 2002) ou até
mesmao superiores ao glicerol (Rota et al., 2006). Por outro lado,
Martins-Bessa et al. (2006) demonstraram ndo existirem
vantagens na adicdo do etileno-glicol isoladamente ou associado
ao glicerol para a congelagdo do sémen canino, quando
comparado ao glicerol isolado. Recentemente, Rota et al. (2010)
comprovaram que o uso do etilenoglicol, de fato, ndo promove
um incremento nas taxas de concepgdo apds inseminagdo
artificial.

ANTIOXIDANTES

Haja vista a vulnerabilidade da membrana plasmatica dos
espermatozoides, principalmente daqueles que passam pelo
processo de criopreservagao, ao ataque de espécies de oxigénio
reativo — do inglés ROS (Alvarez; Story, 1992; Agarwall; Said,
2005), o uso de substdncias com acdo antioxidante aos meios
diluidores tém sido largamente sugerido no intuito de bloquear o
estresse oxidativo (Roca, 2004).

Dentre os diversos antioxidantes, ja foi demonstrado que a
incorporacédo de glutamina em altas concentracdes (5 mM) aos
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ameios diluidores utilizados para a criopreservagao do sémen de cées
promove um incremento na longevidade espermaética pos-
descongelacdo (Monteiro et al., 2009). Por outro lado, a adi¢do do
acido ascorbico parece ter um efeito negativo sobre a qualidade
espermatica pos-descongelacdo (Monteiroetal., 2009).

Em um experimento que testou a adicdo de diferentes
antioxidantes, como a vitamina C (1.5mM), NAC (N-acetyl-I-
cysteine; 1.5mM), taurina (0.6mM), catalase (300U/ml), vitamina E
(0.3mM) e 0 B16 [5-(4-dimethylamino-phenyl)-2-phenyl-penta-2,4-
dienoic acid; 0.3mM], ao meio diluidor utilizado para a
criopreservacdo de cdes, verificou-se que apenas a catalase parecia
exercer um efeito significantemente positivo em melhorar a
qualidade espermatica apds a descongelagdo (Michael et al., 2007).

Em relacdo ao uso do antioxidante hidroxitolueno butilado —
BHT, os resultados sdo ainda contraditdrios. Sahashi et al. (2011)
afirmam que a adi¢do do BHT em baixas concentragdes (0,2 a 0,8
mM) ndo interfere na qualidade do sémen canino apds a
descongelacéo. Inclusive, estes autores afirmam que a elevacéo desta
concentragdo para 1,6 mM promoveria uma redugdo na motilidade,
viabilidade e integridade acrossomal no espermatozoide canino. Por
outro lado, Neagu et al. (2010) recentemente demonstraram que a
adicdo de 1 mM de BHT aos diluentes a base de Tris (Uppsala
extender) resulta em um incremento na preservacdo da integridade
da membrana plasmatica dos espermatozoides caninos apds a
descongelacéo.

ANTIBIOTICOS

A contaminacdo bacteriana pode afetar negativamente a
fertilidade, pela propria presenca de bactérias, pela producdo de
toxinas, por degradacdo dos componentes do meio, ou ainda, pela
utilizacdo de substratos metabdlicos. Essa situacdo determina a
necessidade de incorporar aos diluentes substancias de efeito
antimicrobiano. De modo geral, a penicilina e a estreptomicina tem
sido a associagdo mais utilizada na elaboracdo de diluentes para o
sémen de cées (Alamo ¢t al., 2005, Martins-Bessa et al., 2006). J4 foi
também demonstrado que a benzilpenicilina benzatina quando
adicionada ao ACP® ndo controla o crescimento bacteriano e ndo
influencia a qualidade espermatica ap6s a criopreservacao do sémen
canino (Barbosaetal., 2010).

Por outro lado, alguns estudos tém demonstrado que ndo é
necessaria a adicdo de antibioticos ao meio utilizado na diluicdo do
sémen do cdo destinado a criopreservacdo (Silva et al., 2006a, b;
Cardosocetal., 2007).

DILUICAO EENVASE

A proporcdo de meio diluidor em relagdo ao numero de
espermatozoides tem também variado. De modo geral, alguns
trabalhos reportam o uso de uma diluicdo baseada em uma
concentracdo espermatica pré-fixada variando de 100 (Tsutsui et al.,
2000) a 800 milhdes (Pefia e Linde-Forsberg, 2000) de
espermatozoides por mL. A vantagem deste método seria o
conhecimento exato da quantidade de espermatozoides a ser
utilizada para ainseminacéo artificial.

Alternativamente, a diluigdo pode também ser realizada por meio
de um volume fixo, adotando-se uma parte de sémen uma parte de
diluente (Cardoso et al., 2003; Silva et al., 2003), duas partes de
diluente (Silva e Verstegen, 1995), trés partes de diluente (Yildiz etal.,
2000), e até quatro partes de diluente (England e Ponzio, 1996).
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Segundo esse método de dilui¢do, ndo existe necessidade de se
contar os espermatozoides, rendendo mais praticidade ao
procedimento e reduzindo o tempo e 0s custos envolvidos com a
congelagdo do sémen.

O sémen canino pode ser envasado de diferentes formas como
minitubos, pastilhas (Nizanski et al. (2003) ou tubos de aluminio
(Ivanova-Kicheva et al., 1997). No entanto, a congelagdo em
palhetas é a melhor técnica para 0 armazenamento do sémen
canino, haja vista que estas permitem uma facil identificacdo do
doador de sémen e reduzem a possibilidade de contaminacéo,
que se torna importante com o movimento de sémen congelado
entre os paises (Farstad, 1996).

Ainda, um interessante estudo recentemente demonstrou que
0 sémen de cées poderia ser acondicionado em microcapsulas de
alginato e poli-lisina imediatamente ap6s a diluicdo, sendo entéo
submetido ao envase e a criopreservagdo. Tais microcapsulas
promoveriam uma maior protecdo ao sémen durante o
procedimento, e poderiam acarretar uma melhora na qualidade
seminal pos-descongelacdo (Shahetal., 2011).

METODOS DE CONGELACAO

Corriqueiramente, 0 sémen de cées tem sido congelado
utilizando-se o método inicialmente descrito por Andersen
(1975) com modificagdes. Neste método, preconiza-se a dilui¢do
do sémena 37 °C em Tris acrescido de gema de ovo e glicerol. Em
seguida, procede-se um periodo de equilibrio de trés horas,
seguido do envase em palhetas plasticas e a exposi¢ao aos vapores
de nitrogénio para congelacéo.

Métodos de congelacdo preconizando curvas de resfriamento
mais rapidas tém sido também descritos. Por exemplo, um
método de congelagdo do sémen caprino (Nunes et al., 1997) que
requer um tempo de equilibrio de apenas 40 minutos foi
adaptado para cdes por Silva et al. (2000). Em 2006, Silva et al.
mostraram que o sémen canino diluido em Tris e congelado
através desse método é capaz de manter sua capacidade de
fertilizacdo in vitro, tendo sido observada uma taxa de 72,7% de
interacbes entre espermatozoides descongelados e odcitos
homologos.

Recentemente, tem sido também descrita a possibilidade de
vitrificacdo do sémen de cdes. Segundo este procedimento, as
amostras de sémen sdo adicionadas de glicerol a 5% como
crioprotetor. Em seguida, as amostras sdo expostas ao vapor de
nitrogénio por até 2 minutos, e finalmente imersas no nitrogénio
liquido (Kimetal., 2012). Além disso, ja foi também demonstrado
que o sémen de cédes pode ser eficientemente vitrificado através
da adicéo de sacarose (0,25 mM) ao meio HTF contendo 1% de
BSA, resultando em mais de 40% de espermatozoides mdveis
quando da descongelacdo. Embora tenham sido mostrados
excelentes resultados in vitro, ainda ndo se tem informacdes
acerca do nascimento de filhotes a partir da vitrificacéo.

Outro fator importante para o estudo dos métodos de
congelacdo de sémen de cdes tem sido o uso de diferentes
equipamentos para 0 abaixamento da temperatura, como:
tanques de congelagdo (Pefia e Linde- Forsberg, 2000), ultra-
freezers (Alamo et al., 2005; Batista et al., 2012), méaquinas
computadorizadas de congelagdo (Rota et al., 2005; Schaefer-
Somi et al., 2006). Esses equipamentos tém mostrado melhores
resultados que os métodos convencionais que utilizam a
exposicdo direta aos vapores de nitrogénio, pois impedem a
ocorréncia de oscilagdes térmicas durante a congelacdo,
possibilitando uma melhora nos resultados ap6s adescongelaga?
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Necessario ainda salientar a possibilidade de manutencédo do
sémen canino sob refrigeracdo, até que seja iniciado o procedimento
de criopreservacdo (Chirinéa et al., 2006; Hermansson e Linde-
Forsberg, 2006). Devido ao fato de que existem ainda relativamente
poucos centros aptos a congelacdo do sémen de cdes em alguns
paises, a possibilidade de transporte do sémen canino sob
refrigeracdo até os laboratdrios aparece como uma importante
perspectiva para a difusdo da tecnologia de sémen nessa espécie.

DESCONGELACAO

De maneira analoga ao processo de congelacdo espermatica,
existem varios protocolos preconizando diferentes temperaturas e
velocidades de descongelacdo para o0 sémen canino. Usualmente, este
processo é realizado sob imersdo em banho-maria a temperaturas
que variam de 37 °C (Linde-Forsberg, 1991) a 75 °C (Olar et al.,
1989). Badinand et al. (1990) sugerem que a descongelacéo do sémen
a 37 °C por 45s é um método seguro, pois 0 tempo de permanéncia
em temperaturas altas poderia ser critico e de influéncia letal sobre a
viabilidade espermatica. Do mesmo modo, Silva et al. (1998) sugerem
que a temperatura de 37°C por 60s promove uma menor
porcentagem de alteracbes morfoldgicas espermaticas do que a de
50°C por 30s.

Por outro lado, Ivanova-Kicheva et al. (1995), comparando 0s
processos de descongelacdo a 37 °C por 8s e 55 °C por 5s,
observaram que a motilidade espermatica foi melhor preservada a 55
°C e sugeriram que a elevacdo da temperatura de descongelacéo
reduz o dano osmotico nas células, além de prevenir a formagéo de
cristais. Em adigéo, Nothling et al. (2007) sugeriram, recentemente,
que o sémen de cdes apresentaria uma melhor qualidade quando
descongelado a temperaturas entre 70 a 75 °C ao invés de
temperaturasentre 35a38°C.

CONSIDERACOESFINAIS

Desde o nascimento da primeira ninhada de cdes a partir do uso
do sémen congelado (Seager, 1969), o interesse nessa biotécnica tem
sido estimulado entre pesquisadores e, principalmente, entre 0s
criadores de cées. Entretanto, apesar de toda a evolugéo das pesquisas
cientificas, uma perda consideravel em torno de 30 a 40% dos
espermatozoides apds a descongelagdo tem sido observada em
qualquer tipo de tratamento que o sémen seja submetido. Deste
modo, o campo da criopreservacdo espermatica e da inseminagao
artificial na espécie canina permanece ainda em aberto, sendo sempre
buscado o aperfeicoamento destas metodologias.
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