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Resumo

A possibilidade de utilizagdo do s€men canino criopreservado abriu diversas fronteiras para a criagdo de
cdes, permitindo a troca de material genético de alto valor entre regides distantes e o armazenamento desse
material por periodos indefinidos. O presente trabalho apresenta uma revisao cientifica sobre os diversos fatores
ligados a criopreservacdo do s€émen de cdes, com especial aten¢do aos resultados das pesquisas mais recentes
neste assunto. Inicialmente, sdo abordados os meios utilizados como diluentes do s€émen canino, com principal
enfoque para o tampdo Tris associado a gema de ovo e ao glicerol. Em seguida, os principais métodos de
diluicdo, envase, criopreservagdo e descongelacdo utilizados para o s€émen canino sio abordados.
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Abstract

The possibility for the use of frozen canine semen had opened several frontiers for canine breeding,
since it allows the exchange of valorous genetic material among distant regions, as well as the storage of that
material for undefined periods. This study presents a scientific review about canine semen cryopreservation,
with special attention for the results from most recent researches in this subject. First, the media used as
extenders for canine semen are cited, with main focus for the Tris-buffer plus egg yolk and glycerol. Then, the
main methods of dilution, package, cryopreservation and thaw used for canine semen are reviewed.

Keywords: dog, semen, cryopreservation.
Introducio

Dentre todas as biotécnicas reprodutivas, aquela que, atualmente, oferece os maiores subsidios para
difusdao de material genético na criacdo de cdes é, sem dividas, a inseminacgdo artificial em intrinseca associa¢ao
a tecnologia de s€men. A possibilidade de utilizacdo do s€émen canino criopreservado abriu diversas fronteiras
para a criacdo de cdes, permitindo a troca de material genético de alto valor zootécnico entre localidades
distantes e o armazenamento desse material por periodos indefinidos (Silva, 2005).

Apesar de os primeiros estudos relacionados a inseminagao artificial (IA) e conservagdo de s€men terem
sido desenvolvidos na espécie canina por Lazaro Spallanzani, ao final do século XVIII (England, 1993), os
estudos posteriores se concentraram, principalmente, na reprodugdo daqueles animais que tinham um interesse
produtivo para o homem, como bovinos, pequenos ruminantes e suinos. Apds um longo vazio cientifico, em
1969, Seager obteve a primeira gestacdo canina, utilizando o sémen criopreservado. Desde entdo, inimeros
estudos relacionados a reproducdo canina tém sido conduzidos e, particularmente, nas ultimas duas décadas, tem
crescido o interesse nessa espécie. Esse maior interesse recente pode ser atribuido, principalmente, a uma
mudanga conceitual dentro da medicina veterindria, na qual a necessidade de especializacdo em determinadas
dreas tem aumentado a cada dia, haja vista uma maior requisi¢do dos criadores de cdes quanto a servigos
especializados direcionados para seus animais de alto valor zootécnico ou afetivo.

O presente trabalho apresenta uma revisio cientifica sobre os diversos fatores ligados a criopreservacdo
do sémen de cdes, com especial atencio aos resultados das pesquisas mais recentes neste assunto.

Diluentes
O sémen apropriadamente diluido pode ser congelado por tempo indeterminado, permanecendo
potencialmente fecundante quando reaquecido e utilizado em uma IA. Um bom diluente de s€émen deve conter

nutrientes, servir como tampao ajustando as alteragdes do pH, promover uma pressao osmética e concentragcao
de eletrdlitos dentro dos padrdes fisiolégicos, proteger as células contra o choque térmico durante o processo de
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resfriamento e possuir crioprotetores que reduzam os danos as células espermdticas durante a congelacdo e
posterior descongelacio (Concannon e Battista, 1989).

Os primeiros experimentos para a preservacdo do s€émen canino iniciaram-se com a adaptacdo empirica
de diluentes usados para o resfriamento e congelacdo do s€men bovino com o uso dos tampdes a base de citrato
(Harrop, 1962), leite desnatado (Martin, 1963); cloreto de fosfato (Wales e White, 1963), Tris (Foote, 1964) e
lactose (Seager, 1969). Na atualidade, o Tris permanece como o diluente mais utilizado por diferentes grupos de
pesquisa (Rota et al., 2006; Batista et al., 2006; Silva et al., 2006c¢).

O Tris (Tris-hidroximetil-aminometano - H,NC(CH,OH);) é uma substancia solivel em d4gua,
disponivel comercialmente em um alto grau de pureza na forma de cristais. Ele permanece estivel em
temperatura ambiente por diversos meses, atuando como tampao idnico bipolar em pH entre 7,0 e 9,0 (McPhail e
Goodman, 1984).

A atividade metabélica do espermatozéide resulta na formacdo de fons H*, que poderiam acidificar o
meio. Faz-se necessdrio um mecanismo para a remocao desses fons, visto que a diminuicdo de pH poderia
reduzir a longevidade e a capacidade fertilizante da célula espermética. Davis et al. (1963) foram os primeiros a
descrever a utilizacdo do tampao Tris para a conservagdo do s€men de um mamifero, no caso, da espécie bovina.
No ano seguinte, Foote (1964) adaptou o uso do diluente a base de tampao Tris associado ao citrato para a
preservacdo do sémen na espécie canina. Desde entdo, o Tris tornou-se o diluente mais utilizado para a
congelacdo do sémen canino. De fato, o Tris ndo apenas apresenta atividade tamponante, mas também atua na
reducdo do metabolismo da frutose pela célula espermdtica, contribuindo assim para a preservacdo de sua
energia (Rodrigues, 1997).

Para o preparo do diluente Tris, usualmente, realiza-se a adicdo de uma hexose (C¢H;,0¢), como uma
fonte exdgena de substrato energético para o espermatozdide (England, 1993). A célula espermdtica dos
mamiferos € capaz de obter a energia necessdria para a manutencdo de sua motilidade através da via glicolitica
ou do ciclo de Krebs (Rigau et al., 2002). O plasma seminal da espécie canina, normalmente, ndo possui grandes
quantidades dos agucares frutose e glicose (Rigau et al.., 2001). Rigau et al. (2001) demonstraram que esses
acticares atuam em mecanismos diferentes na célula espermdtica, sendo que a frutose lhe confere uma motilidade
mais rdpida e linear. Posteriormente, os mesmos autores (Rigau et al., 2002) demonstraram que a frutose é mais
sensivel a atividade da enzima hexoquinase, apresentando um efeito mais significativo sobre o metabolismo da
célula espermadtica, quando comparada a glicose.

Silva et al. (2002b) congelaram o s€men de cdes na auséncia de glicerol ou gema de ovo, utilizando um
diluente formado apenas por Tris-frutose-dcido citrico, e demonstraram que 11% dos espermatozéides foram
capazes de apresentar motilidade apds a descongelagdo. A sobrevivéncia desses espermatozdides pode ser
atribuida a uma acao crioprotetora da frutose, e possivelmente o aumento de sua concentracdo no meio poderia
levar a melhores resultados pds-descongelagao.

O écido citrico (4cido 2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico - C¢HgO7) € um &cido fraco inorganico,
facilmente encontrado nos frutos citricos, que também entra na composicdo do diluente Tris (Silva et al., 2002b).
Em temperatura ambiente, apresenta-se como um pé cristalino branco, podendo existir na forma anidra ou na
monohidratada. E provdvel que o 4cido citrico contribua para a preservacio da célula espermitica auxiliando na
manuten¢do do pH do diluente e atuando como anti-oxidante, bem como no mecanismo de respiracio celular
(Silva, 2005).

Uma variedade de companhias comerciais tem desenvolvido seus proprios diluentes. Silva e Verstegen
(1995) realizaram inseminagdes artificiais com sémen canino congelado tanto em uma mistura dos tampdes
Tes/Tris, quanto com os diluentes comerciais Laiciphos 478 e Biociphos W482 (IMV, France), tendo sido este
ultimo especialmente desenvolvido para a congelacdo do s€émen na espécie canina. Esses autores obtiveram uma
taxa de concepcdo de 60% com o Laiciphos e a mistura de Tes/Tris, enquanto que com o uso do Biociphos
obtiveram 100% de concepcio.

O Triladyl (Minitub, Tiefenbach, Alemanha) é um diluente comercial composto por Tris, 4cido citrico,
frutose, glicerol, gentamicina, espectinomicina e lincomicina (Nothling et al., 1995). Um outro meio comercial
bastante utilizado e que vem proporcionando excelentes resultados in vitro e in vivo € o diluidor produzido pelo
Cryogenic Laboratories of New England, Inc. - CLONE (Strom et al., 1997). A grande desvantagem dos
diluentes comerciais é que sua exata composi¢@o ndo ¢ divulgada.

Os diluentes a base de dgua de coco in natura t€m surgido como uma alternativa de baixo custo, pratica
e eficiente, apresentado excelentes resultados ap6s a descongelagdo do sémen canino (Silva et al., 2000, Cardoso
et al., 2003). Porém, esses diluentes apresentam desvantagens, como a baixa disponibilidade dos frutos com
caracteristicas ideais para a sua fabricacio e a impossibilidade de conservacao por longo periodo da dgua de coco
in natura. Ademais, a constituicao bioquimica de um fruto pode apresentar pequenas variagcdes em relacao aos
demais, o que pode diretamente influenciar a acdo conservativa do diluente. Diante dessa problemdtica, novas
pesquisas (Cardoso et al., 2005) foram conduzidas no intuito de desenvolver a dgua de coco sob a forma de p6
(ACP®), a qual apresenta os mesmos constituintes bioquimicos da forma in natura, porém é padronizada e mais
eficazmente conservada, o que facilita sua comercializacdo para regides onde o fruto ndo existe. O diluente

Rev Bras Reprod Anim, Belo Horizonte, v.31, n.1, p.119-127, jan./mar. 2007. Disponivel em www.cbra.org.br. 120



0)

Silva. Atualidades sobre a criopreservagido do s€men de ces.

ACP® ¢ similar ao Tris na criopreservagio do sémen de cdes, nio apresentando diferencas quanto 2 manutengo
da qualidade seminal apds a descongelagdo (Silva et al., 2006a). Em 2007, Cardoso et al. demonstraram que esse
diluente € eficiente na manutencdo da capacidade de fertilizacdo in vitro, obtendo-se uma taxa de 75,3% de
interacdes entre espermatozéides caninos descongelados e odcitos homélogos.

Gema de ovo

A gema de ovo de galinha tem sido adicionada aos diluentes de sémen por proteger a membrana
plasmatica, restaurando os fosfolipidios perdidos durante o choque térmico oriundo da mudanca de temperatura
que ocorre durante o resfriamento inicial do s€men (Hammerstedt et al., 1990). Moura et al. (2002) sugere que a
gema de ovo de codorna, que € bastante rica em 4dcido ascérbico e outras vitaminas, pode também ser utilizada
na congelacdo do s€men canino.

Acredita-se que a protecdo conferida pela gema possa ser devido a presenca de uma lipoproteina
chamada fosfatidilcolina, as quais interagem com a estrutura lipidica da membrana plasmdtica das células
espermdticas e propiciam a prote¢iio durante o choque térmico (Bouchard et al., 1990). Segundo Foulkes (1977),
a gema de ovo previne também a liberacdo da enzima hialuronidase pelo espermatozéide.

Visto que a mesma também tem uma capacidade de tampao, a quantidade de gema de ovo no meio varia
de acordo com a capacidade tamponante dos outros componentes do diluente (Farstad, 1996). Nesse contexto, a
maioria dos autores utiliza concentragdes 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., 2002b). Além disso, ela facilita o processo de oxidacdo sobre os
espermatozoéides caninos, podendo promover a peroxidag¢do dos lipidios insaturados, a qual o espermatozéide
canino é bastante sensivel (Rodrigues, 1997). Por essas razdes, pesquisas visando sua substituicio por outros
lipidios sintéticos e purificados observaram que os andlogos do hidroxitolueno butilado (BHT) sdo interessantes
substitutos para a gema, por também protegerem a membrana plasmadtica da injuria do choque térmico (Farstad,
1996). Foram também conduzidas pesquisas na auséncia da gema de ovo, na qual se utilizando um diluente
composto pelo tampdo Tris acrescido apenas de glicerol, foi verificada uma motilidade espermadtica pés-
descongelacgdo de 35% (Silva et al., 2002b).

A fracdo de baixa densidade da gema de ovo, principalmente composta por lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), parece ser a principal responsdvel pela protecdo que a gema de ovo confere as células
espermaticas (Foulkes, 1977). As LDL aderem as membranas celulares durante os procedimentos de congelacio
e descongelagdo e conferem protecdo a essas membranas. Entretanto, a maneira como isso ocorre permanece por
ser elucidada. Estudos recentes mostraram ser possivel a purificacio das LDL, permitindo sua utilizacdo em
substituicdo a gema de ovo integral (Moussa et al., 2002). Entretanto, a literatura ainda é escassa de informacdes
quanto ao uso das LDL na criopreservacao do s€men de caes.

Além de proteger a membrana espermdtica, a gema de ovo atua como uma fonte protéica para o
diluente (Santos, 2004). Outras substincias tém sido também utilizadas com este mesmo propdsito na
composicdo de diluentes para o s€émen do cdo, como o leite desnatado (Rota et al., 2001) e a albumina sérica
bovina — BSA (Rodrigues, 1997; Sirivaidiapong et al., 2000; Santos, 2004).

A incorporacdo de detergentes derivados do dodecil sulfato de sédio (SDS) aos diluentes, como o
Equex STM (Peifia, 2000) e o Orvus ES (Tsutsui et al., 2000) vem sendo realizada. Segundo Pefia (2000), o SDS
¢ um detergente anidnico do grupo alquil, cujo efeito protetor sobre a célula espermdtica ndo estd ainda
totalmente compreendido. Porém, acredita-se que ele solubilize as lipoproteinas da gema de ovo e aumente deste
modo seu potencial de protecdo a célula espermdtica. Esse mesmo autor alertou ainda para o fato de que uma
exposi¢do prolongada dos espermatozdides ao SDS poderia conferir um excesso de fluidez a sua membrana
plasmatica.

Crioprotetores

A adi¢do de crioprotetores melhora a sobrevivéncia celular apés os processos de congelagdo e
descongelacdo. Os agentes crioprotetores pertencem a dois grupos: 1) aqueles que penetram nas células, como o
glicerol, o dimetilsulfé6xido (DMSO), o etileno-glicol e o metanol; 2) aqueles que permanecem no meio
extracelular, como as proteinas, os actcares e o polivinil-pirrolidona (England, 1993).

O glicerol (CH3;HgO;), um dlcool polihidrico altamente permedvel com peso molecular 92,10, é o
crioprotetor mais empregado na congelacdo de sémen nas diferentes espécies (Silva et al., 2003). Este
crioprotetor penetra a membrana celular através da difusdo passiva, permanecendo tanto na membrana quanto no
citoplasma (Parks e Graham, 1992). Sua difusdo é de 30 a 60 vezes mais lenta que a da dgua (Graham, 1996).
Nas espermdtides de ratos foi identificada a presenga de um canal protéico especifico para a penetragdo do
glicerol, denominado Aquaporina 7 (Ishibashi et al., 1997), o qual se acredita existir também em células
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espermadticas das demais espécies, haja vista a grande similaridade entre as mesmas.

Este crioprotetor, inicialmente, ocasiona um estresse osmdtico ao espermatozéide, impedindo a
formacdo de grandes cristais de gelo intracelulares (Watson, 2000). Seus efeitos protetores sdo representados por
propriedades coligativas, diminuicdo do ponto de congelamento e conseqiiente reducdo das concentracdes de
eletrdlitos na fracdo ndo-congelada da amostra (Lovelock e Polge, 1954).

Curry (2000) e Holt (2000) reportaram que o glicerol exerce efeitos téxicos sobre os espermatozoéides,
como alteragdes fisico-quimicas que podem levar a ruptura da membrana plasmatica, a remogdo de importantes
proteinas membrandrias, ou originar danos acrossomais. O glicerol pode induzir modifica¢des na estabilidade da
estrutura lipidica e na permeabilidade da membrana celular. A fusogenicidade da membrana e sua resposta ao
sinal de transdu¢do podem ser também afetadas, contribuindo para a reduc¢do da longevidade e aceleracdo da
capacitacdo espermdtica (Watson, 1995).

A concentragdo ideal de glicerol no diluente seria aquela em que hd uma predominancia de seus efeitos
protetores sobre os efeitos téxicos. Essa concentracdo pode ser influenciada por outros componentes do diluente,
pelo padrdo de resfriamento, pelos métodos de congelacdo e descongelacdo, e pelas caracteristicas seminais de
cada espécie (Watson, 1979). No uso do diluente Tris, concentragdes entre 4 e 6% de glicerol t€ém sido as mais
indicadas (Ravaszova et al., 1996; Silva et al, 2002a) Utilizando o diluente a base de dgua de coco in natura,
Cardoso et al. (2003) demonstraram que poderiam ser utilizadas indistintamente as concentragdes de 4, 6 e 8%
de glicerol na congelag¢do do sémen de caes.

Os agentes crioprotetores penetrantes, particularmente o glicerol, protegem a célula da crioinjuria
durante a fase de cristalizagdo que ocorre entre -6° € -10°C. Dessa forma, nfo pareceria ser 16gico adicionar o
glicerol a temperaturas superiores a 30°C (Colas, 1975). Porém, ji foi demonstrado que o glicerol poderia ser
adicionado ao sémen canino a 37 °C (Pefia et al., 1998), a 27° C ou a 4°C (Silva et al., 2006b). Tal adi¢do poderia
ser realizada quer seja na forma tnica ou fracionada (Silva et al., 2003), sendo a adi¢do Unica mais indicada por
conferir mais praticidade ao processo.

Tal qual em outras espécies, a auséncia de glicerol durante a criopreservacdo do s€émen canino resulta
em uma reducdo na sobrevivéncia espermdtica apds a descongelacdo, apresentando valores que variam de 11%
(Olar et al., 1989) a 20% (Silva et al., 2002b) de motilidade espermadtica apds a descongelacio.

Alternativamente ao glicerol, outros crioprotetores foram também testados para a criopreservag¢do do
s€émen de cdes. Olar et al. (1989) demonstraram que a incorporagdo do dimetil-sulféxido isoladamente ou em
associagdo com o glicerol, aos diluentes a base de Tris ou lactose, ndo melhora as taxas de motilidade e
sobrevivéncia espermdtica apds a descongelagdo, quando comparado ao glicerol. Kim et al. (1994) investigaram
o uso do metanol como crioprotetor para o s€émen de cdes e obtiveram uma taxa de concep¢do de 42,8% apds
inseminagao artificial utilizando esse meio.

O etileno-glicol é um crioprotetor de baixo peso molecular (62,07), que poderia apresentar uma baixa
toxicidade e uma maior capacidade de penetracdo nas células espermadticas. Ao ser incorporado ao diluente Tris
em diferentes concentracdes para a criopreservacdo do sémen de cdes tem apresentado resultados bastante
contraditérios. Alguns autores mostraram que os resultados in vitro sdo similares (Soares et al., 2002) ou até
mesmo superiores ao glicerol (Rota et al., 2006). Por outro lado, Martins-Bessa et al. (2006) demonstraram nao
existirem vantagens na adicdo do etileno-glicol isoladamente ou associado ao glicerol ao diluente Tris para a
congelacdo do s€men canino, quando comparado ao glicerol isolado.

As amidas, como a formamida, dimetil-formamida e lactamida, sdo agentes crioprotetores permeantes,
de baixo peso molecular, que vém também sendo testadas na composicao de diluentes para o s€émen de diferentes
espécies (Alvarenga et al., 2005). Em cées, foi demonstrado que a dimetil-formamida poderia ser utilizada na
criopreservacdo de sémen associada aos diluentes lactose-gema (Oliveira, 2003) ou Tris-gema (Quintela, 2005),
apresentando resultados satisfatérios apds a descongelacao.

Antibiodticos

Os ejaculados sdo estéreis, mas sua contaminac¢do a partir do prepucio, uretra e pénis € inevitdvel
durante o processo de coleta. Essa contaminagdo pode ser menor com o uso de técnicas assépticas e medidas de
higiene antes e durante a coleta. A contaminacio bacteriana pode afetar negativamente a fertilidade, pela prépria
presenca de bactérias, pela producdo de toxinas, por degradacdo dos componentes do meio, ou ainda, pela
utilizagdo de substratos metabdlicos. Essa situacdo determina a necessidade de incorporar aos diluentes
substancias de efeito antimicrobiano (Watson, 1990).

A associacdo cldssica de Penicilina e Estreptomicina resulta numa preparacio antibidtica eficaz e
possivelmente a mais utilizada na elaborac¢do de diluentes seminais (Alamo et al., 2005, Martins-Bessa et al.,
2006). A Amicacina é um outro antibiético que vem sendo utilizado com sucesso no preparo de diluentes para o
sémen canino (Martins, 2005; Chirinéia et al., 2006). Porém, diversos trabalhos vém sendo conduzidos na
auséncia de antibidticos no meio de congelacdo e t€m obtido sucesso (Silva et al., 2006a, b, c, Cardoso et al.,
2007). Isso mostra a necessidade de maiores estudos acerca da adi¢do de substincias antibidticas ao diluente para
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a criopreservagio de s€men canino.
Diluicao

Virios trabalhos em tecnologia de s€men canino empregam dilui¢des baseadas em uma concentragdo
espermdtica pré-fixada na ordem de 100 (Tsutsui et al., 2000), 200 (Sirivaidyapong et al., 2001), 400 e 800 x 10°
de espermatozdides/mL. (Pefia e Linde-Forsberg, 2000). Essa diluicdo possibilita calcular o nimero de
espermatozdides por palheta e determinar a exata proporc¢do entre o diluente e as células esperméticas. Por outro
lado, outras pesquisas tém utilizado dilui¢des baseadas na propor¢cdo de um volume fixo, entre uma parte de
s€émen e: 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 et al., 2000), e até quatro partes de diluente (England e Ponzio,
1996). Segundo esse método de dilui¢do, ndo existe necessidade de se contar os espermatozdides, rendendo mais
praticidade ao procedimento e reduzindo o tempo e os custos envolvidos com a congelacdo do s€men.

Uma dilui¢do excessiva poderia levar a uma perda permanente da motilidade, da atividade metabdlica e
da capacidade fertilizante da célula espermdtica (Mann, 1964). As proteinas do plasma seminal sdo importantes
para a manuten¢do da viabilidade seminal de ovinos, prevenindo os danos oriundos do choque térmico sobre a
membrana espermatica (Pérez-Pé et al., 2001). A partir desse conhecimento, é possivel que uma diluicdo
excessiva minimize os efeitos benéficos de substincias presentes dos fluidos testiculares e epididimdrios que
compdem a fragcdo espermdtica em caes. De fato, sabe-se que altas taxas de diluicdo, tais como de uma parte de
sémen para 16 ou 32 partes de diluente, causam um decréscimo significativo na motilidade progressiva no s€émen
de caes (Wales e White, 1963; England, 1993).

Em 2005, Silva et al. mostraram que ndo existem diferencas entre as duas formas de dilui¢do, e o s€émen
canino poderia ser eficientemente diluido em Tris a uma concentragdo fixa de 200 x 10° espermatozéides/mL, ou
a uma diluicdo baseada em um volume fixo, na propor¢cdo de uma parte de s€men para uma parte de diluente.
Experimento semelhante foi conduzido por Cardoso et al. (2006) utilizando um diluente a base de d4gua de coco
in natura e, novamente, ndo foram encontradas diferencas entre os dois métodos de diluicdo para o s€émen
canino.

Envase

O sémen canino pode ser envasado de diferentes formas. Ivanova-Kicheva et al. (1997)
demonstraram que espermatozdides caninos criopreservados em tubos de aluminio de 5 mL com os diluentes
Tris-frutose, Tris-glicose e lactose apresentam melhor qualidade do que aqueles criopreservados em pastilhas.
Nizanski et al. (2003) compararam diferentes formas de armazenagem e verificaram que a qualidade do s€émen
canino criopreservado é melhor conservada em pastilhas e palhetas de 0,5 mL do que em minitubos de 0,25mL.

As curvas de congelagdo podem ser essencialmente diferentes para o envase em pastilhas e palhetas,
e 0 uso do mesmo padrao de descongelacdo quando comparando os dois métodos de envase poderia complicar a
interpretacdo dos resultados. A congelacdo em palhetas tem a vantagem sobre as pastilhas em facilitar a
identificacdo do doador de sémen e reduzir a possibilidade de contaminagdo, que se torna importante com o
movimento de s€émen congelado entre os paises (Farstad, 1996).

Criopreservacio

Diversas metodologias tém sido descritas para a congelagdo do sémen de cdes e variam de acordo
com o diluente, protetores de resfriamento e agentes crioprotetores empregados, preconizando o uso de
diferentes velocidades de congelagdo. Em todas, busca-se minimizar o dano causado ao espermatozdide pelo
processamento, visando recuperar um médximo possivel de espermatozéides vidveis (Strom et al.., 1997).

O método de criopreservacdo de sémen canino mais usual € aquele descrito por Andersen (1975).
Neste método, foi realizada a diluicdo do sémen a 37°C em Tris acrescido de gema de ovo e glicerol. Em
seguida, foi procedido um periodo de equilibrio de trés horas, seguido do envase em palhetas plasticas e a
exposi¢do aos vapores de nitrogénio para congela¢do. Atualmente, esse método tem servido como base para
inimeros trabalhos onde t€m sido realizadas pequenas modificacdes, alcancado excelentes resultados in vitro
(Rota et al., 2006) e in vivo (Thomassen et al., 2006). Martins (2005) e Chirinéia er al. (2006) realizaram a
diluicdio a 37°C, imediatamente seguida do envase em palhetas de 0,5 mL. Em seguida, esses autores
transferiram as amostras para um refrigerador programado a 5°C por uma hora e, finalmente, expuseram as
palhetas ao vapor de nitrogé€nio por 20 min, sendo o s€émen armazenado em botijao criogénico.

O método CLONE foi desenvolvido para aplicacdo comercial pelo Cryogenic Laboratories of New
England, Inc. (CLONE) e tem sido utilizado desde 1983. Ele consiste na diluicdo do sémen a temperatura
ambiente em um diluente denominado Clone A. Procede-se entdo o periodo de equilibrio de uma hora, a adicio
do diluente Clone B, o envase e a exposi¢do aos vapores de nitrogénio. Esse método tem também proporcionado
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excelentes resultados apds a descongelagdo (Strom et al., 1997).

Em 2000, Silva et al. adaptaram a metodologia de congelacido do s€émen de caprinos com o diluente a
base de dgua de coco (Nunes et al., 1997) para a congelagdo do sémen de cies com o diluente Tris. Estes autores
observaram que este método € de grande praticidade e € mais rdpido que o método de Andersen, por nio
requerer um tempo de equilibrio apés a adicao de glicerol. Em 2006a, Silva et al. mostraram que o s€émen 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 interacdes entre espermatozdides descongelados e odcitos
homélogos.

Atualmente, um fator de destaque no estudo dos métodos de congelagdo de s€men tem sido o uso de
diferentes equipamentos para o abaixamento da temperatura, como: tanques de congelacdo (Pefia e Linde-
Forsberg, 2000), ultra-freezers (Alamo et al., 2005; Batista et al., 2006) e maquinas computadorizadas de
congelacdo (Rota et al., 2005; Schaefer-Somi et al., 2006). Esses equipamentos tém mostrado melhores
resultados que os métodos convencionais que utilizam a exposi¢do direta aos vapores de nitrogé€nio, pois
impedem a ocorréncia de oscilagdes térmicas durante a congelagdo, possibilitando uma melhora nos resultados
apo6s a descongelacgdo.

Descongelaciao

De maneira andloga ao processo de congelagdo espermadtica, existem varios protocolos preconizando
diferentes temperaturas e velocidades de descongelacdo para o sémen canino. Badinand et al. (1990) sugerem
que a descongelacdo do sémen a 37 °C por 45s € um método seguro, pois o 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 alteracdes
morfoldgicas esperméticas do que a de 50°C por 30s.

Por outro lado, Ivanova-Kicheva et al. (1995), comparando os processos de descongelagéo a 37 °C
por 8s e 55 °C por 5s, observaram que a motilidade espermética foi melhor preservada a 55 °C e sugeriram que a
elevacdo da temperatura de descongelacdo reduz o dano osmético nas células, além de prevenir a formagdo de
cristais. Além disso, Martins (2005) e Chirinéa et al. (2006) utilizaram um método de descongelacdo a 72°C por
8s para o sémen de cdes e obtiveram excelente qualidade espermdtica pds-descongelacdo. Usualmente, este
processo € realizado sob imersdo em banho-maria a temperaturas que variam de 37 °C (Linde-Forsberg, 1991) a
75 °C (Olar et al., 1989).

Consideracoes finais

Um protocolo de preservagdo adequado deve manter o potencial fertilizante das células espermaiticas
que deverdo, ao final de todo o processo, apresentar a vitalidade necessdria para atingir o local da fertilizacdo e
estarem aptas a concluir a capacitacdo e a reacdo acrossOmica, que constituem o estdgio final de maturacio
espermdtica e possibilitam a fecundacio do odcito (Watson, 1995).

Diversos trabalhos afirmam existir diferencas relativas a congelabilidade seminal entre os cées (Rota e?
al., 2005; Batista et al., 2006; Silva et al., 2006b). Ja foi identificado que os espermatozéides de diferentes cées
apresentam diferengas quanto a permeabilidade de sua membrana plasmatica, que pode se refletir em diferentes
resultados apds a descongelacdo (Yu et al., 2002), mas ndo se sabe ainda qual fator determina essa diferenca de
permeabilidade na membrana celular, tal qual ja estudado em suinos (De Leeuw et al., 1990) e camundongos
(Phelps et al., 1999). Isso seria entdo um indicativo que novas pesquisas devam ser conduzidas no intuito de
identificar o fator que confere uma maior congelabilidade ao s€émen de determinados caes, possibilitando o
aprimoramento dos protocolos de congelagdo seminal nesta espécie.

Recentemente, foi demonstrada a possibilidade de manuten¢do do sémen canino sob refrigeracdo, até
que seja iniciado o procedimento de criopreservacio (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 caes
em alguns pafses, como o Brasil, a possibilidade de transporte do sémen canino sob refrigeracdo até os
laboratdrios aparece como uma importante perspectiva para a difusio da tecnologia de s€émen nessa espécie.

Diferentes metodologias tém sido preconizadas para a criopreservagdo do sémen canino. Porém, mesmo
ao serem utilizados os métodos mais adequados para esse propdsito, uma perda consideravel em torno de 30 a
40% dos espermatozéides apés a descongelaciio tem sido observada (Chirinéa et al., 2006, Silva et al., 2006c,
Cardoso et al., 2007). Nesse sentido, o campo da criobiologia espermédtica permanece ainda em aberto, visando o
aperfeicoamento de metodologias de criopreservaciao de s€émen nio apenas em caes, mas nas diferentes espécies,
no intuito de se proporcionar uma perda minima de espermatozoéides apds a descongelacdo.
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